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略語集 
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第一章 緒言 
 
眼は光を受容する重要な感覚器であり、眼内の後部組織である網膜で受けた信号は視
神経を通じ脳へと伝達され視覚が生じる。視覚により外部情報の約 8 割を獲得するとさ
れており、眼の日常生活に果たす役割は大きい。眼も種々の要因により病気に罹患し、
近視、乱視や遠視などと言われる屈折異常、水晶体が濁って起こる白内障、加齢により
黄斑部に異常をきたす加齢黄斑変性症、最終的に網膜神経節細胞が死滅する緑内障など
がある。2007 年から 2010 年までの日本における 3 年間の視覚障害の原因を調査した結
果によると（Wako et al., 2014）、緑内障は現在の日本において失明原因第一位の疾患と
なっている。視野狭窄が緩除に進行し自覚症状が乏しく、最終的には日常生活に多大な
影響を及ぼす失明になってしまうことから、緑内障は早期に発見し治療することが重要
となる。日本における緑内障の診療ガイドライン第 3版（日本緑内障学会、2012）には
「緑内障は、視神経と視野に特徴的変化を有し、通常、眼圧を十分に下降させることに
より視神経障害を改善もしくは抑制しうる眼の機能的構造異常を特徴とする疾患であ
る」と定義されている。 
血管が無い眼内では眼房水が循環し生理的な役割を果たしており、角膜や水晶体など
の内部組織の栄養・代謝を担うとともに眼圧を維持している。房水は毛様体で産生され、
虹彩後部を経て前房に流れ、ヒトでは 8割～9割が主流出路である線維柱帯‐シュレム
管経由で、残りが副流出路であるぶどう膜強膜経由で排出され、眼外の血管へ流れてい
く（Figure 1-1）。 
線維柱帯は形態的にぶどう膜網、角強膜網および傍シュレム管結合組織からなる
（Tawara, 2010）。最も前房側に位置するぶどう膜網は紐状の線維柱索で、角強膜網は板
状の線維柱層板で構成され、共に中央部に存在する細胞外マトリックスの表面を 1層の
線維柱帯細胞が被っている。ぶどう膜網および角強膜網には線維柱間隙と言われる孔が
存在し、房水が流れる。シュレム管のすぐ前房側に位置する傍シュレム管結合組織は線
維柱帯細胞が細胞外マトリックス中に包埋された構造をしており、線維柱間隙は無く、
房水は細胞外マトリックス間を通過する。線維柱帯の細胞外マトリックスは線維性コラ
ーゲンや弾性線維などの線維成分とプロテオグリカン、ヒアルロン酸や糖蛋白などの細
胞外高分子からなる。シュレム管は 1層の内皮細胞で被われており、内壁には内皮細胞
の細胞壁がシュレム管内に突出した巨大空胞が存在し、房水の通路となっている。房水
流出抵抗は、ぶどう膜網および角強膜網においては房水が線維柱間隙を通るため生じな
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いが、傍シュレム管結合組織およびシュレム管内皮細胞においては房水が通過する際に
（Overby et al., 2009）、特に傍シュレム管結合組織の細胞外マトリックスの間を通過す
る際に生じるとされている（Ethier et al., 1986）。 
一方、経ぶどう膜強膜流出路は、隅角底から毛様体実質、筋束間を通過して、上毛様
体腔、上脈絡膜腔を経て眼外に流出する房水の流路である。強膜では房水が血管や神経
周囲の間隙を通って強膜の外へ流出し、眼窩内の組織に吸収されていく（Inomata and 
Bill, 1977）。 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Figure 1-1 Schematic diagram of the two aqueous outflow pathways. Conventional 
(trabecular meshwork) outflow and unconventional (uveoscleral) outflow pathway. 
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房水が排出されにくくなると房水流出抵抗の増大により眼圧（intraocular pressure : 
IOP）が高くなる（Quigley, 1993）。緑内障は視神経の病気であり、眼圧上昇により視神
経が圧迫され障害を受けるため視野欠損を生じ、重症では失明に至る。原発緑内障は原
発開放隅角緑内障（primary open angle glaucoma : POAG）と原発閉塞隅角緑内障（primary 
angle closure glaucoma : PACG）に大別され、流出路近くの隅角が開いているか又は閉じ
ているかの区別となり、徐々に房水が排出されにくくなる代表的な症型が POAG であ
る。大規模な調査となった多治見スタディ（Iwase et al., 2004）によると、日本人の POAG
患者の 90%は眼圧が正常にも関わらず、視神経障害などの異常が見られる正常眼圧緑内
障（normal tension glaucoma : NTG）である。また、日本人における緑内障有病率は 40
歳以上では 5%、70 歳以上では 10%以上が罹患し、年齢とともに頻度が増加しており、
高齢化に伴いますます患者の数が増加することが予想される。緑内障の進行には眼圧が
第一のリスク要因であり、NTG 患者においても眼圧を下げることは非常に重要な治療
となる（Shields, 2008; Bahrami, 2006）。その他の緑内障としては、他の眼疾患や全身疾
患あるいは薬物使用が原因となって眼圧上昇が生じる続発緑内障や胎生期の隅角発育
異常により眼圧上昇を来す発達緑内障がある。 
緑内障治療の目的は患者の視機能を維持することであり、現状では緑内障のエビデン
スに基づいた唯一確実な治療法は「眼圧を下降すること」とされている（診療ガイドラ
イン第 3版）。治療法には薬物治療、レーザー治療および手術治療などが選択できるが、
薬物治療においては、眼圧を 1 mmHgでも多く下降させることが必要となる。眼圧以外
の因子としては視神経乳頭の血流改善治療や神経保護治療が注目されている。既存の緑
内障治療薬は、その眼圧下降作用機序から大きく 2種類に分類される。1つは交感神経
β 受容体遮断薬（β ブロッカー）および炭酸脱水酵素阻害薬などの房水産生抑制作用を
有する薬物、もう 1 つはプロスタグランジン（PG）関連薬などのぶどう膜強膜流量増
加作用を有する薬物である。ヒトにおける房水流出は線維柱帯‐シュレム管を介する主
流出路がその多くを占めていることから、主流出路へ作用する新規作用機序を有する薬
物が望まれていた。作用機序からさらに 3種類に分類され、房水産生の抑制、ぶどう膜
強膜路からの排出促進、線維柱帯路からの排出促進となり、複数の機序を有する薬物も
存在する（Figure 1-2）。PG系にはラタノプロスト、ウノプロストン、トラボプロスト、
タフルプロストおよびビマトプロストがあり、βブロッカーにはチモロールおよびカル
テオロール、β1ブロッカーにはベタキソロールがあり、炭酸脱水酵素阻害薬にはブリン
ゾラミドおよびドルゾラミドがある。また、αβ ブロッカーにはニプラジロールおよび
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レボブノロールがあり、α2受容体作動薬にはブリモニジンがあり、どちらも房水産生の
抑制およびぶどう膜強膜からの排出促進作用を併せ持つ。α1ブロッカーのブナゾシンは
ぶどう膜強膜からの排出促進作用を持つ。交感神経作動薬であるジピベフリンや副交感
神経作動薬であるピロカルピンは副次的に線維柱帯からの排出促進作用を持つが、副作
用の面やチモロールなどの β ブロッカーとの併用が患者にとっては好ましくない場合
があり、現在ではあまり使用されていない。そして、新たに主流出路へ作用する薬物と
して、リパスジル塩酸塩水和物；4-fluoro-5-{[(2S)-2-methyl-1,4-diazepan-1-yl]sulfonyl} 
isoquinoline monohydrochloride dihydrate（リパスジル）が Rho-associated coiled-coil 
containing protein kinase（ROCK）阻害作用を有する化合物として興和株式会社において
開発された（開発コード：K-115）。既存の緑内障治療薬とは異なる作用機序であり、房
水の主流出路へ作用すること、および他剤との併用も可能であることが特徴である。さ
らに、近年では配合剤も上市されており、PG 系と β ブロッカーの配合剤（トラボプロ
ストとチモロール、ラタノプロストとチモロール、タフルプロストとチモロール）およ
び炭酸脱水酵素阻害薬と β ブロッカーの配合剤（ドルゾラミドとチモロール、ブリンゾ
ラミドとチモロール）が存在し、治療薬の選択肢とアドヒアランスが向上している。基
本的に単剤での治療が第一選択であるが、患者毎に設定した目標眼圧に達しない場合は
複数薬物を併用することも多く、緑内障治療薬を使用している患者の 5 割程度が複数
薬物を併用している報告もある（Nakai et al., 2008）。第一選択薬である PG関連薬の代
表的な薬物のラタノプロストではノンレスポンダーの存在（Ikeda et al., 2002）やメラニ
ン産生増加に伴う虹彩および眼瞼の色素沈着並びに睫毛の変化という副作用も生じて
いる。また、β ブロッカーの代表的な薬物であるチモロールでは長期使用における効果
の減弱（Gandolfi, 1990）や心疾患系や呼吸器系への影響も懸念される。そのため患者に
応じて最適な薬物を選択し眼圧をコントロールすることがより良い治療につながり、リ
パスジルも緑内障治療に貢献することが期待される。 
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ROCK は分子量約 160kDa のセリン／スレオニンキナーゼの 1 つであり、低分子量
guanosine triphosphate（GTP）結合タンパク質 Rho の標的タンパクであり（Riento and 
Ridley, 2003; Hall, 2005）、カルシウム非依存的に平滑筋組織の収縮・弛緩の調整に重要
な役割を担う（Uehata et al., 1997; Olson, 2008; Rao and Epstein, 2007）。何らかの収縮性血
管作動物質の刺激により受容体を介し Rho が活性化され、その標的タンパクの 1 つで
ある ROCK が活性化される。活性化された ROCK は myosin light chain phosphatase
（MLCPh）の myosin-binding subunit（MBS）をリン酸化することで、その活性を阻害す
る。そのため、myosin light chain kinase（MLCK）活性とMLCPh活性のバランスが偏り、
myosin light chain（MLC）のリン酸化が上昇することにより血管平滑筋は収縮する
（Amano et al., 1996; Kimura et al., 1996）。ROCK阻害薬はこの一連のシグナル伝達を阻
害することで平滑筋の弛緩をもたらす（Figure 1-3）。 
Figure 1-2 The type of antiglaucoma agent and the mechanism of action. 
The dashed line expresses the presence of the combination drug. 
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Figure 1-3 Schematic diagram of signalling pathways and ripasudil action as ROCK 
inhibitor related to trabecular meshwork cell contraction.  
CaM; calmodulin, cat; catalytic subunit, GDP; guanosine diphosphate, GEF; guanine 
nucleotide exchange factor, GTP; guanosine triphosphate, MBS; myosin-binding subunit, 
MLC; myosin light chain, MLCK; myosin light chain kinase, MLCPh; myosin light chain 
phosphatase, P; phosphprylated 
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ROCK 阻害薬は脳血管攣縮、狭心症、高血圧、肺高血圧、心不全など幅広い心血管疾
患の治療に有効とされる（Shimokawa and Takeshita, 2005）。特に、ROCK阻害薬は市販
の治療薬とは異なる新規作用機序であるという理由から緑内障治療に有効であると期
待される（Inoue and Tanihara, 2013）。ROCKには ROCK 1 と ROCK 2 の 2つのアイソフ
ォームが存在し、高い相同性を有しており生体内に広く発現しているが、ROCK2 は特
に脳および骨格筋に強く発現している（Nakagawa et al., 1996）。眼組織においては、両
者ともウサギおよびサルの毛様体筋、線維柱帯、虹彩、網膜、角膜上皮および水晶体に
発現しており（Fukiage et al., 2001）、さらに、ヒトの線維柱帯や毛様体筋細胞に発現が
確認されている（Nakajima et al., 2005）。いくつかの ROCK 阻害薬は動物実験において
眼圧下降作用を示すことが報告されているが（Honjo et al., 2001a b; Waki et al., 2001; 
Tamura et al., 2005; Tokushige et al., 2007）、これまでに fasudilがくも膜下出血術後の脳血
管攣縮およびこれに伴う脳虚血症状の改善の効能で日本において臨床利用されている
ものの、緑内障治療薬として上市している薬物は存在しなかった。 
リパスジル（0.4%点眼液）は緑内障および高眼圧症の治療薬として最初の ROCK 阻
害薬として日本において承認された（Garnock-Jones, 2014）。その経緯として、本研究に
おいてリパスジルの緑内障治療薬としての有用性を見出し、一方、臨床試験では、第 1
相臨床試験において健常人での点眼によるリパスジルの眼圧下降作用および安全性が
示された（Tanihara et al., 2013a）。続く第 2相臨床試験では POAGおよび高眼圧症の患
者を対象とした 1日 2回 8週間の投与期間において、リパスジルの眼圧下降作用が示さ
れた（Tanihara et al., 2013b）。また、臨床薬理試験では 24時間眼圧を評価し、眼圧下降
の持続および昼夜での効果が示された（Tanihara et al., 2015a）。さらに、第 3相臨床試験
では長期投与期間において単剤治療および第一選択薬である 0.5% timolol もしくは
0.005% latanoprostとの併用治療におけるリパスジルの有効性が示された（Tanihara et al.,  
2015b c）。 
最近の研究ではリパスジルの他効能についても興味深い報告がされており、点眼後の
角膜内皮細胞の形態変化をもたらし、ヒト角膜内皮細胞に対する増殖促進作用を示した
ことから（Okumura et al., 2015, 2016）、角膜内皮障害の治療への可能性が示された。ヒ
ト結膜下線維芽細胞の形質転換抑制や細胞外マトリクスの発現抑制を示したことから
（Futakuchi et al., 2016）、代表的緑内障手術である濾過手術後の瘢痕形成の抑制として
有用性が示唆された。また、硝子体内投与後のネコにおける血流速度と網膜血流量を増
加させ（Nakabayashi et al., 2015）、経口投与後のマウス網膜神経節細胞における神経保
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護作用を示し（Yamamoto et al., 2014）、網膜症モデルマウスにおいて点眼での有効性を
示した（Yamaguchi et al., 2016）。前述のように緑内障は視神経の病気であり、リパスジ
ルの神経保護効果の検証が今後さらに進めば治療へのさらなる貢献が期待される。 
本研究では、新規緑内障治療薬リパスジルの開発として、リパスジルの薬物動態特性
および薬理特性を明らかにすることを目的とした。第二章ではリパスジルの代謝特性を
明らかにすることを目的とし、代謝の種差の要因と関与する代謝酵素を解明し点眼剤と
しての適用を判断した。第三章ではリパスジルの ROCK 阻害作用を特徴付け、動物で
の眼圧下降作用とその作用機序として房水動態を明らかにすることを目的とした。第四
章ではリパスジルの点眼後の眼内移行並びに眼内薬物動態に影響を与える種々の要因
について明らかにすることを目的とした。 
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第二章 リパスジルの代謝と点眼剤への適用 
 
第一節 序論 
 
リパスジルの開発を進めるにあたり、最初にリパスジルの代謝特性を解析した。多く
の薬物は主に肝臓においてチトクローム P450（CYP）により代謝され、生体内から排
泄される。代謝を受けやすい化合物は生体内で有効曝露量を得られないことから、創薬
研究では代謝安定性評価を行い化合物のスクリーニングを実施する。実験には主に肝ミ
クロゾームを用いるが、CYP 以外の代謝酵素の関与も考慮する際には肝サイトゾル、
肝 S9および肝細胞などを併せて評価することが望まれる。 
近年は、予測精度の向上や経験則により CYP 代謝を回避する手段を講じ、代謝的に
安定な候補化合物が選ばれるようになってきた。その一方で、non-CYP 代謝酵素が医薬
品開発段階で取り上げられ、開発化合物の主代謝酵素となることや、評価を見落とされ
易く開発の障害となるなど重要な役割を果たしていることが報告されている（Akabane 
et al., 2012; Ogura and Ishii, 2015）。Non-CYP代謝酵素はいくつか存在し、第 1相酵素で
は aldehyde oxidase（AO）、esterase、flavin-containing monooxygenase（FMO）などがあり、
第 2相酵素では UDP-glucuronosyltransferase（UGT）や sulfotransferase（SULT）がある。
リパスジルの代謝研究を進めていく中で、その構造から AOの基質となることが推測さ
れたため、特に本酵素に注目した。 
AOはモリブデン含有酵素に属しており、類似酵素として xanthine oxidase（XO）が存
在する。モリブデン含有酵素はその代謝活性に flavin adenine dinucleotide および
molybdopterin を補酵素として必要とすることが報告されている（Beedham, 1987; 
Garattini et al., 2008）。AO は全身に広く発現している酵素であり、mRNA の定量
（Nishimura and Naito, 2006）や蛋白の定量（Moriwaki et al., 2001）の結果では特に肝臓
や副腎に高い発現が認められている。CYP はミクロゾーム画分に存在しているが、AO
はサイトゾル画分に存在しており、CYP と異なり代謝反応の補酵素に nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate （NADPH）を必要としない（Beedham, 1985）。AOはアル
デヒドだけでなく多くの窒素含有複素環化合物の代謝にも関与し、代謝活性に顕著な種
差が報告されている（Garattini and Terao, 2012; Kitamura et al., 2006; Pryde et al., 2010）。 
本研究では、リパスジルの代謝特性を明らかにすることを目的とし、代謝における種
差の解明、代謝物プロファイルを解析し、代謝経路の解明および関与する代謝酵素を同
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定することを目的とした。In vitroにおけるリパスジルの代謝は、肝 S9、肝細胞および
単一酵素発現系を用いて解析した。その結果から、リパスジルを点眼剤へ適用すること
を判断したが、実際の in vivo 解析ではヒトへ点眼投与した際の血漿中濃度とラットへ
経口投与した際の血漿中濃度を測定することで、比較した。最終的に、種差の要因を解
明するとともに、関与する代謝酵素について酵素速度論解析を行った。 
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第二節 結果 
 
2.2.1 肝 S9 および肝細胞を用いたリパスジルの in vitro 代謝安定性および代謝物プロ
ファイルの解析 
 
リパスジルの代謝特性を明らかにするために、ヒトおよび各種動物の肝 S9 を用いて
代謝安定性および代謝物の生成を解析した。リパスジルは NADPH存在下および非存在
下の両条件で代謝された。ラットおよびヒト肝 S9 において[14C]リパスジルをインキュ
ベーションした際に代謝の種差が示された（Figure 2-1）。ラジオクロマトグラムに計 6
つの代謝物（M1～M6）のピークが検出され、NADPH存在下ではラット肝 S9において
M6 を除き 5 つの代謝物（M1～M5）が数倍以内のピーク強度で検出されたのに対し、
ヒト肝 S9 においては M1 のピークが顕著に高く、M2、M4 および M6 のピークはわず
かに検出され、M3 および M5 は検出されなかった。また、M1、M2 およびM6 は NADPH
非存在下でも検出された。 
ヒトおよび各動物種における肝 S9固有クリアランス（CLint, S9）を比較した（Table 
2-1）。NADPH-regenerating system（NRS）添加条件下では、CLint, S9 はウサギが最も高
く、続いて、サル、ヒト、ラット、イヌの順となり、種差が示された。一方、NRS 非
添加条件下ではラットおよびイヌにおいて CLint, S9を算出することができなかったが、
サル、ヒトおよびウサギにおいて算出することができ、サルおよびヒトで高い値を示し
た。以上の結果から、特にヒトおよびサルにおいてリパスジルが non-CYP 代謝酵素に
より代謝されることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
∙ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-1 Representative HPLC radiochromatogram of reaction mixture after incubation of 
[
14
C]ripasudil in rat (A, B) or human (C, D) liver S9 for 60 minutes at 37°C with 
NADPH-regenerating system (A, C) or without NADPH-regenerating system (B, D). 
+ NRS - NRS
Rat Male 10.6 -
Rabbit Male 67.7 3.31
Dog Male 6.35 -
Monkey Male 42.1 32.4
Human Mixed gender 38.0 30.3
-: Not calculated.
Table 2-1 The in vitro  intrinsic clearance of [
14
C]ripasudil in liver S9.
Species
CLint, S9 (μL/(min ∙ mg protein))
NRS: NADPH-regenerating system, +: added, -: not added.
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15分間インキュベーション後の肝 S9における代謝物プロファイルについて、各代謝
物の存在割合（% of total）から生成濃度を算出し、代謝物生成速度を解析した（Table 2-2）。 
ヒトおよびサルではM1の代謝活性が他の代謝物よりも明らかに高く、NRSの添加お
よび非添加条件下でほぼ同等の値を示した。また、ウサギにおいて M2、M3 および M4
の代謝活性が他の動物種よりも高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、肝 S9 と同様に凍結肝細胞を用いてヒトおよび各動物種における肝細胞固有ク
リアランス（CLint, Hep）を比較した（Table 2-3）。動物種（プール肝細胞）の中でウサ
ギの CLint, Hep が最も高く、続いてサル、イヌ、ラットの順となり、種差が示された。 
ヒトでは 3ロットの異なる個体由来の肝細胞を用いて CLint, Hep を算出した結果、個
体間差が認められ、15倍もの幅が示された。 
 
 
 
M1 M2 M3 M4 M5 M6
+ 2.40 9.20 4.00 14.2 2.80 -
- - - - - - -
+ 5.80 46.4 24.2 50.8 - 5.00
- 12.2 - - - - 2.00
+ - - - 8.00 - -
- - - - - - -
+ 63.2 22.0 - 12.2 - 5.80
- 90.2 - - - - -
+ 119 2.60 - 2.20 - -
- 113 - - - - -
-: Not calculated.
Table 2-2 Metabolic abundance of metabolites of [
14
C]ripasudil in liver S9 after 15 min incubation.
Species NRS
Metabolic abundance (pmol/(min ∙ mg protein))
Rat
Rabbit
Dog
Monkey
Human
NRS: NADPH-regenerating system, +: added, -: not added.
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1時間インキュベーション後の肝細胞におけるリパスジルの代謝物プロファイルにつ
いて、各代謝物の存在割合（% of total）から生成濃度を算出し、代謝物生成速度を解析
した（Table 2-4）。ヒトおよびサルでは M1 の代謝活性が他の代謝物よりも明らかに高
かった。M1 以外の代謝物について動物種間で比較すると、M2 の代謝活性はウサギ、
イヌ、およびラットで高く、M3 および M4 の代謝活性はウサギで高く、M6 の代謝活
性はサルで高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Species CLint, Hep (μL/(min ∙ 10
6
 cells))
Rat Male 5.86
Rabbit Male 46.7
Dog Male 7.11
Monkey Male 45.3
Human (3 Lots) Male 63.6
Male 4.19
Female 17.0
Table 2-3 The in vitro  intrinsic clearance of [
14
C]ripasudil in hepatocytes.
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Rat 1.67 10.8 4.58 3.75 3.47 -
Rabbit 7.50 19.6 24.6 11.7 - 11.7
Dog - 14.0 - 8.89 - -
Monkey 55.3 8.75 3.19 2.78 2.64 21.1
Human Male 115 - - - - 3.89
(3 Lots) Male 36.3 - - - - -
Female 68.3 2.22 5.69 - - -
Species
Metabolic abundance (pmol/(min ∙ 106 cells))
Table 2-4 Metabolic abundance of metabolites of [
14
C]ripasudil in hepatocytes after 1 h incubation.
-: Not calculated.
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2.2.2 肝 S9 を用いたリパスジルの in vitro 代謝阻害および単一酵素発現系を用いた代
謝特性の解析 
 
肝 S9において NRS 非添加条件下でリパスジルが代謝されたため、non-CYP代謝酵素
の関与について各種阻害剤を用いて解析した（Figure 2-2）。リパスジルはヒト肝 S9に
おいて NADPH非依存的にその多くがM1 へ代謝され、わずかに M2へ代謝された。こ
れらの代謝反応はXOの阻害剤である allopurinolの添加により阻害されなかったが、AO
の特異的阻害剤である menadioneの添加により阻害された。さらに、強力な AOの阻害
剤である raloxifene の添加によりリパスジルの代謝が完全に阻害された。同様の阻害効
果がウサギとサルの肝 S9においても示された（data not shown）。 
また、AO の単一酵素発現系においてリパスジルから M1 への代謝反応が示された
（Figure 2-3）。以上の結果から、ヒトにおけるリパスジルからM1 への代謝に AOが関
与し、AOがリパスジルの主代謝酵素であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-2 Composition of ripasudil and its metabolites after incubation of [
14
C]ripasudil in 
human liver S9 for 60 minutes at 37°C without NADPH-regenerating system. The effect of 
the inhibitors (allopurinol was used to selectively inhibit xanthine oxidase, while menadione 
and raloxifene were used to selectively inhibit aldehyde oxidase) were compared with the 
control (without inhibitors). 
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2.2.3 ヒトへ点眼後の血漿中薬物動態解析 
 
In vitroの結果から、ヒトではリパスジルの代謝 CLが高いことから経口剤としての適
用では充分な曝露量が得られないことが推察されたため、緑内障治療薬の点眼剤として
開発を進めた。第 1 相臨床試験において、ヒトへ単回点眼後の血漿中に主代謝物として
M1 が示され、M2 は全ての時点において定量下限未満であった（Figure 2-4）。未変化
体リパスジルおよびM1の薬物動態パラメータを解析した結果（Table 2-5）、0.05%から
0.8%の点眼液濃度において線形性が示された。また、血漿中リパスジル濃度は点眼後速
やかにピークに到達し（0.08～0.25 h）、循環血へ速やかに移行することが示された。さ
らに、循環血からのリパスジルの消失は速く、半減期 T1/2は 0.621～0.728 h であった。
一方、M1はリパスジルよりも高い濃度で推移し、T1/2は 2.057～2.625 hとリパスジルよ
りも大きい値を示した。M1 の Cmaxおよび AUC0-tはリパスジルと比べそれぞれ約 3倍お
よび約 22倍高い値を示した。 
Figure 2-3 Composition of ripasudil and its metabolites after incubation of [
14
C]ripasudil in 
human aldehyde oxidase expression system for 60 minutes at 37°C without 
NADPH-regenerating system. The cytosol isolated from Escherichia coli containing empty 
expression plasmid was used as a control. 
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Figure 2-4 Plasma concentration–time profile of ripasudil and M1 after single instillation of 
ripasudil ophthalmic solution (0.4%) in humans. Each point represents the means and SD (n 
= 8). 
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Tmax Cmax AUC0-t T1/2
(h) (ng/mL) (ng · h/mL) (h)
0.05 - - - -
0.1 0.137 ± 0.088 0.115 ± 0.076 0.018 ± 0.016 -
0.2 0.144 ± 0.088 0.453 ± 0.189 0.168 ± 0.066 0.728 (n  = 1)
0.4 0.301 ± 0.293 0.656 ± 0.354 0.390 ± 0.169 0.621 (n  = 2)
0.8 0.165 ± 0.091 0.880 ± 0.413 0.471 ± 0.232 0.659 (n  = 2)
Tmax Cmax AUC0-t T1/2
(h) (ng/mL) (ng · h/mL) (h)
0.05 0.714 ± 0.267 0.169 ± 0.093 0.275 ± 0.239 -
0.1 0.750 ± 0.267 0.404 ± 0.089 1.097 ± 0.434 2.301 ± 0.254
0.2 0.750 ± 0.267 1.246 ± 0.139 3.802 ± 0.549 2.057 ± 0.218
0.4 0.938 ± 0.547 2.353 ± 0.750 8.608 ± 2.267 2.625 ± 0.461
0.8 0.813 ± 0.256 3.011 ± 0.992 10.640 ± 4.151 2.383 ± 0.366
Ripasudil
ophthalmic
solution (%)
Data represent the means ± SD (n  = 8).
-: Not calculated.
Table 2-5 Pharmacokinetic parameters of ripasudil and M1 after single instillation in humans.
Ripasudil
ophthalmic
solution (%)
Ripasudil
M1
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2.2.4 ラットへ経口投与後の血漿中薬物動態解析 
 
さらに、in vitroで示された代謝の種差が in vivo を反映しているか、並びに in vivo で
のヒト血漿中濃度と比較するために、ラットへ単回経口投与後のリパスジルおよびその
代謝物の血漿中薬物動態を解析した。その結果、血漿中には M1からM6の 6つの代謝
物が示された（Figure 2-5）。また、1、3および 10 mg/kgの投与量で雌雄ラットへ単回
経口投与後の薬物動態パラメータを解析し、比較した（Table 2-6、Table 2-7）。雄性ラ
ットにおける 3 mg/kg群では血漿中のリパスジル濃度が経口投与後速やかにCmaxに到達
し（Tmax = 0.42 h）、その後半減期 0.546 h で速やかに消失した。代謝物の曝露量におい
て性差が認められ、M5 濃度は雄性ラットで高く、M2 濃度は雌性ラットで高く推移し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-5 Plasma concentration–time profile of ripasudil and its metabolites after single 
oral administration of ripasudil (3 mg/kg) to male rats. Each point represents the means and 
SD (n = 3). 
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Cmax AUC0-t T1/2 Cmax AUC0-t T1/2 Cmax AUC0-t T1/2
(ng/mL) (ng · h/mL)  (h) (ng/mL) (ng · h/mL)  (h) (ng/mL) (ng · h/mL)  (h)
Ripasudil 28.85±8.56 16.71±3.93 - 265.01±168.69 240.71±118.33 0.546± 0.169 2109.15±312.97 3066.59±840.30 0.772± 0.147
M1 11.04±1.67 8.94±3.51 - 25.14±6.76 46.35±13.41 1.262 (n  = 2) 98.45±31.32 325.89±86.62 1.598± 0.061
M2 14.27±3.07 11.56±2.33 - 85.38±38.78 101.58±48.85 1.028± 0.308 528.74±182.22 1144.00±539.19 1.563± 0.334
M3 43.97±13.82 61.93±22.10 0.847± 0.128 98.83±67.34 203.97±86.06 1.212± 0.346 402.45±200.51 1288.29±526.07 1.434± 0.199
M4 21.93±2.24 10.04±4.89 - 154.56±79.62 126.54±59.83 - 591.34±35.33 1085.30±184.79 0.780 ± 0.076
M5 73.29±11.63 79.76±15.82 0.885± 0.115 288.77±110.31 505.76±183.27 1.122± 0.314 930.44±108.63 2744.21±674.15 1.550 ± 0.116
M6 - - - 5.97±4.01 6.18±6.59 - 22.09±15.69 51.79±43.89 -
Cmax AUC0-t T1/2 Cmax AUC0-t T1/2 Cmax AUC0-t T1/2
(ng/mL) (ng · h/mL)  (h) (ng/mL) (ng · h/mL)  (h) (ng/mL) (ng · h/mL)  (h)
Ripasudil 120.78±18.01 84.14±8.60 0.405± 0.004 632.07±105.33 560.20±126.05 0.521± 0.036 2347.06±467.12 3229.47±722.95 0.705± 0.156
M1 23.79±4.58 28.07±3.58 - 34.02±14.69 75.48±27.04 1.433± 0.115 112.30±30.76 300.79±34.47 1.597± 0.172
M2 95.66±15.65 185.65±25.53 1.307± 0.042 333.34±16.05 857.45±116.96 1.265± 0.040 1101.15±145.46 4841.69±1924.85 1.496± 0.488
M3 37.94±10.35 64.20±10.50 1.053± 0.021 75.57±34.60 175.17±66.67 1.425± 0.420 194.42±173.32 560.95±358.25 1.434± 0.254
M4 33.71±4.27 25.66±7.92 - 113.60±8.68 144.46±23.85 - 276.01±22.73 663.88±194.75 1.059 (n  = 2)
M5 14.61±2.38 39.35±5.21 - 46.19±1.43 182.52±4.06 1.514± 0.154 168.23±63.84 836.13±446.52 1.572 (n  = 2)
M6 6.61±3.38 8.66±6.40 - 14.96±6.79 39.45±15.74 - 46.25±10.46 213.25±84.68 1.970 ± 0.729
1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
Table 2-6 Pharmacokinetic parameters of ripasudil and its metabolite after single oral administration to male rats.
Data represent the means ± SD (n  = 3).
Data represent the means ± SD (n  = 3).
-: Not calculated.
-: Not calculated.
Table 2-7 Pharmacokinetic parameters of ripasudil and its metabolite after single oral administration to female rats.
1 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
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2.2.5 ヒト肝 S9および単一酵素発現系を用いた酵素速度論解析 
 
ヒト肝 S9を用いてNADPH存在下および非存在下でリパスジルおよび 6つの代謝物
をインキュベーションし、その消失および各代謝物の生成を解析した。代謝物の肝 S9
固有クリアランス（CLint, S9）はいずれもリパスジルより低い値であった（Table 2-8）。
リパスジルを基質にした際には、NRS 非添加条件下において時間依存的に M1 および
M2が生成され、NRS 添加条件下において M4がわずかに生成された。M2 を基質にし
た際には、NRS添加および非添加条件下において時間依存的にM6 の生成が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ NRS - NRS
Ripasudil 37.8 30.8
M1 1.3 -
M2 10.8 4.14
M3 1.36 -
M4 4.22 3.72
M5 - -
M6 - -
Substrate
CLint, S9 (μL/(min ∙ mg protein))
NRS: NADPH-regenerating system, +: added, -: not added.
-: Not calculated.
Table 2-8 The in vitro intrinsic clearance of ripasudil and its
metabolite in human liver S9.
22 
 
次に、ヒト肝 S9を用いて代謝反応が示されたリパスジルからM1 およびM2 への代
謝反応、並びに M2 から M6 への代謝反応について酵素速度論解析を行った。また、
リパスジルから M1 への代謝反応については AO 発現系を用いて同様に解析した。基
質濃度（s）に対し代謝物の生成速度（v）をプロットし、フィッティング解析により
パラメータを算出した（Table 2-9）。ヒト肝 S9におけるリパスジルから M1 への代謝
反応の Km値はヒト AO 発現系における同代謝反応の Km値と同等であり、低い濃度を
示した。ヒト肝 S9 におけるリパスジルから M1 への Vmax/Kmは、リパスジルから M2
の反応より高い値を示し、この値は CLint, S9 を表しているが、リパスジルの消失から
算出されたクリアランスとほぼ同等であった。以上の結果から、ヒトにおいてリパス
ジルは主にM1へと代謝され、その代謝に AOが関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
K m V max V max /K m
(μmol/L) (pmol/(min ∙ mg protein)) (μL/(min ∙ mg protein))
+ 4.80 334.32 69.7
- 5.53 357.47 64.6
+ 44.58 54.79 1.23
- 116.78 81.06 0.694
+ 26.72 215.01 8.05
- 29.11 205.73 7.07
AO Ripasudil M1 - 3.32 28.02 8.44
Table 2-9 Apparent kinetics parameters for the formation of metabolites incubated with human liver
S9 and bactosomes expressing human aldehyde oxidase.
NRS: NADPH-regenerating system, +: added, -: not added.
The Michaelis–Menten constant (K m ) and maximum rate (V max ) of each substrate were calculated
from simple Emax  model.
S9 Ripasudil M2
S9 M2 M6
Enzyme Substrate Metabolite NRS
S9 Ripasudil M1
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さらに、CYP単一発現系を用いてリパスジルおよび 6つの代謝物をインキュベーシ
ョンし、その消失および各代謝物の生成を解析した。リパスジルは CYP3A4 および 3A5
によりM2へ代謝され、CYP3A4、3A5および2C8によりM4へ代謝された（Table 2-10）。
一方、各代謝物を基質にした際には他の代謝物への生成は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M2 M4
Control 0 0
1A2 0 0
2B6 0 0
2C8 0 0.0835 ± 0.0003
2C9 0 0
2C19 0 0
2D6 0 0
3A4 0.0441 ± 0.0001 0.1617 ± 0.0026
3A5 0.0576 ± 0.0012 0.2265 ± 0.0071
CYP
v  (pmol/(min ∙ pmol CYP))
Data represent the means ± SD (n  = 3).
Table 2-10 The formation rate of M2 and M4 from ripasudil
incubated with human CYP expression systems.
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以上の結果から、リパスジルの代謝経路および主代謝酵素が明らかとなり、その推
定代謝経路を Figure 2-6 に示した。リパスジルは主に AO により M1 へ代謝され、わ
ずかに CYP3A4/3A5 および AO により M2 へ代謝され、さらに M2 は AO により M6
へ代謝されることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-6 Postulated metabolic pathway of ripasudil in the liver catalyzed by cytochrome 
P450 and aldehyde oxidase. 
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2.2.6 ヒト肝サイトゾルを用いたリパスジルのアルデヒドオキシダーゼ阻害解析 
 
ヒト肝サイトゾルを用いて AO 基質である phthalazine の 1-phthalazinone への代謝反
応を定量することにより、リパスジルの AOに対する阻害作用について解析した。AO
活性に対しリパスジルの濃度依存的な阻害作用が示された。IC50値は 1.4 μmol/L と算
出され、陽性対照である menadione および raloxifene と比べ阻害作用は低かった（Table 
2-11）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Compounds IC50 (μmol/L)
Ripasudil 1.4
Menadione 0.12
Raloxifene 0.0012
Table 2-11 IC50 values of ripasudil and typical inhibitors for aldehyde
oxidase activities (phthalazine oxidation) in human liver cytosol fractions.
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第三節 考察 
 
本研究では、in vitro および in vivo におけるリパスジルの薬物動態プロファイルにつ
いて、特に代謝に注目し解析した。リパスジルの代謝物、代謝経路および代謝酵素に
ついて解明することができ、これらの代謝特性を考慮し、経口剤としての開発は行わ
ず点眼剤として開発する事を判断した。 
最初に、ヒトを含むいくつかの動物種の肝 S9を用いてリパスジルの代謝特性を解析
した。リパスジルの代謝固有クリアランスにおいて種差が示され、ヒトやサルの肝 S9
ではCYP代謝の補酵素であるNADPHの非存在下においてもリパスジルの代謝が示さ
れた（Table 2-1）。したがって、リパスジル代謝において non-CYP代謝酵素の関与が示
唆された。通常、創薬の初期において肝ミクロゾームを用いた代謝安定性を評価して
いる。しかし、リパスジルの代謝に認められた non-CYP 代謝酵素が関与する場合は、
薬物の代謝クリアランスを過小評価する可能性がある。そのため、薬物代謝の評価に
おいては肝由来試料の選定（肝 S9、肝ミクロゾームおよび肝サイトゾルなど）や補酵
素の影響を考慮することが推奨される。リパスジルの代謝においては、骨格に窒素含
有複素環を有するため、いくつかの non-CYP代謝酵素の中から、基質となる可能性が
あるモリブデン含有酵素の AOと XOに注目した。AOはアルデヒドだけでなく多くの
窒素含有複素環の酸化に関与しており、methotrexate 7-hydroxylation（Moriyasu et al., 
2006）、brimonidine 2- and 3-oxidation（Acheampong et al., 1996）、zaleplon 5-oxidation（Lake 
et al., 2002）、ziprasidone reduction（Beedham et al., 2003）などの薬物代謝反応に関わる
ことが報告されている。一方、XOは尿酸代謝の律速段階として、その阻害剤は痛風・
高尿酸血症治療薬として良く知られている。XOの薬物代謝の面では AOと同様の反応
機構を有するが、一般的には AOの方が基質認識性は広い。したがって、AOは薬物代
謝に関わる重要な酵素であると考えられ、リパスジルもその構造にイソキノリン骨格
を有することから AO の基質となり得ると推察された。代謝酵素を同定する際には類
似酵素である XOの関与についても評価することが必要である。また、AOはサイトゾ
ル画分に存在する酵素であり、補酵素として NADPH を必要とせず水と酸素のみで基
質を酸化させる（Beedham, 1985; Garattini and Terao, 2012）。そこで本研究において、肝
S9はミクロゾーム画分とサイトゾル画分を含んでおり、各画分の関与の有無を解析す
るためには適していると考え、解析試料に使用した。ヒト肝 S9を用いて NADPH非存
在下でリパスジルの代謝物プロファイルを解析した結果、芳香族 N-複素環の窒素原子
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の隣の炭素原子への酸化体であるM1 へ主に代謝された（Figure 2-1、Table 2-2）。一方、
ヒト肝ミクロゾームを用いた際に NADPH 非存在下でリパスジルはわずかに代謝され
た（data not shown）。この要因としてミクロゾーム画分にサイトゾル画分が混入したこ
とが考えられるが、特にヒトでのリパスジル代謝活性が高いため、よりその影響が認
められたと推察される。いくつかの肝由来試料を用いた検討、補酵素や阻害剤の解析
も代謝特性を理解するためには必要と考えられる。以上の肝 S9を用いた結果から AO
のリパスジル代謝への関与が示唆された。 
次に、ヒトを含むいくつかの動物種の肝細胞を用いてリパスジルの代謝特性を解析
した。肝細胞は一般的に in vivo により近く代謝特性を解析できる in vitroの実験系と考
えられている。凍結肝細胞を用いたリパスジルの代謝固有クリアランスおよび代謝物
プロファイルは肝 S9 を用いた際の結果と同様であった（Table 2-3、Table 2-4）。動物の
肝細胞はプールのもの、ヒトの肝細胞は個体別の 3 lot を使用した。ヒトの肝細胞は活
性差が大きいことが知られており、3 lot以上での検討が推奨されている。現在ではヒ
トのプール肝細胞も入手することが可能であり、平均的な活性値での評価も有用であ
る。ヒト肝細胞を用いたリパスジルの代謝では個体差が認められ、固有クリアランス
では 15倍もの差が示された。この要因として、主代謝酵素と考えられる AOの個体差
（Hutzler et al., 2014; Sahi et al., 2008）によるものと推察された。AO代謝の in vitro か
ら in vivo の予測として、ヒト肝 S9とサイトゾルを用いたクリアランス比較（Zientek et 
al., 2010）や凍結肝細胞を用いたヒト肝クリアランスの予測（Hutzler et al., 2012）が報
告されている。本研究からも明らかのように、AO が関与する代謝特性の解析におい
て前述した肝 S9、ミクロゾーム、サイトゾルに加え肝細胞での検討も総合的判断に非
常に有益であり推奨すべきであると考えられる。 
次に、関与する代謝酵素を同定するために特異的な阻害剤および単一酵素発現系で
のリパスジル代謝特性を解析した。ヒト肝 S9 を用いて NADPH非依存的な代謝に AO
阻害剤である menadione と raloxifene は阻害効果を示したが、XO 阻害剤である
allopurinol は阻害効果を示さなかった（Figure 2-2）。また、ヒト AO単一発現系でのリ
パスジルの代謝解析では M1 の生成が示された（Figure 2-3）。ヒト AO発現系での M1
生成量は肝 S9と比べるとわずかであるが、酵素発現量の差と考えられた。以上の結果
から、AOはヒトにおけるリパスジルの主代謝酵素であり、主代謝物である M1 への生
成に関与することが明らかとなった。 
AO が代謝に関与する薬物がヒトにおけるバイオアベイラビリティー（BA）の低さ
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から開発中止となる例が報告されている。新規の adenosine A1/2 dual inhibitor として開
発された FK3453はヒトでの phase-I試験において経口投与で血中有効曝露量が得られ
なかった（Akabane et al., 2011）。また、epidermal growth factor receptor inhibitor である
BIBX1382BSは phase-I試験において約 5%という低BAを示した（Dittrich et al., 2002）。
さらに、p38 kinase inhibitor の RO1はヒトにおいて速やかな消失が認められた（Zhang 
et al., 2011）。そのため、リパスジルの開発においても AO代謝のリスクを考慮しなけ
ればならなかった。ROCK 阻害薬としてのリパスジルの薬理作用については第三章で
述べるが、ROCK は多くの疾患への応用が期待されており、その一つに緑内障が挙げ
られる（Olson, 2008; Rao and Epstein, 2007）。さらに、ROCK 阻害薬は幅広い薬理作用
も持つことから副作用が懸念されるが、眼科領域では局所投与により循環曝露量が低
く副作用を回避できると考えられる。そこで、リパスジルは臨床試験において緑内障
を対象疾患とし、点眼剤として開発することを判断した。 
実際に、ヒト第 1 相臨床試験においてリパスジルを点眼後の血漿中濃度推移の結果
は in vitro の結果を反映していた。ヒト血漿中でのリパスジルの消失は速やかであり、
M1はリパスジルよりも濃度が高く推移し、AUCは 22倍高かった（Figure 2-4、Table 2-5）。
一般的に、点眼した薬物の多くは涙液と同じ経路を辿り経口剤と同様の移行経路とな
ると考えられ、鼻涙管を経由して一部が鼻腔粘膜・咽頭粘膜で吸収され、一部が消化
管から吸収される。リパスジルは高い膜透過性を有し（第四章で記載）、消化管からの
吸収も速やかであり、点眼後に循環血へ速やかに移行すると推察された。ヒト血漿中
における代謝物は M1 のみが示された。一方、ラットへ経口投与後の血漿中には 6 つ
の代謝物（M1～M6）が示され、M1の AUCは比較的低く、雄性ラットでM5、雌性ラ
ットでM2 の AUCが高かった（Figure 2-5、Table 2-6、Table 2-7）。ヒトとラットで投
与経路が異なるため直接比較ではないが、リパスジルの高い膜透過性を考慮すれば点
眼投与でも経口投与でも速やかな循環血移行を示し、本研究結果から in vivo において
も代謝物プロファイルの種差があることが示唆された。ラットにおいては血漿中濃度
に非線形性と性差が示されたが、ヒトと異なり代謝酵素は CYPが関与していると推察
され、非線形性には CYP の関与する代謝の飽和、性差には 3A と 2C の代謝活性の性
差が要因であると考えられた。なお、ラットでは CYP3Aと 2Cの活性は雌性よりも雄
性で高いことが報告されている（Imaoka et al., 1996）。リパスジルの in vivoでの種差は
in vitro 解析と類似しており、本研究における in vitro 解析は妥当であったことが確認さ
れた。これまでに AO活性の種差は多くの薬物の評価で報告されている。AO活性はヒ
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トやサルで高く、ラットでは低く、イヌではほとんど認められない（Akabane et al., 2011; 
Diamond et al., 2010; Itoh et al., 2006; Kitamura et al., 1999）。AO活性の種差は遺伝学的に
も異なるアイソザイムの存在で説明されており（Kurosaki et al., 2013）、ヒトの肝臓中
には AOX1のみが発現し、サルの肝臓中には AOX1 とわずかに AOX3が発現し、イヌ
はどの AOX の発現も認められず、げっ歯類の肝臓中には AOX1 と AOX3 が発現して
いる。さらに、肝臓の AOXsはマウスにおいて性特異的に発現調節されている（Kurosaki 
et al., 1999）。本研究におけるラットへの経口投与の投与量は無毒性量であり、代謝物
の安全性の観点から、ヒトでのリパスジルおよび M1 の血漿中曝露はラットの血漿中
曝露よりも低く、ヒトでの M1 曝露が相対的には高いが循環血由来の毒性は起こり難
いと考えられた。 
さらに詳細なリパスジル代謝特性を解明するため、ヒト肝 S9や単一酵素発現系を用
いて、酵素速度論解析をした。ヒト肝 S9 でのリパスジルから M1 への代謝 Km値が最
も低く、AO発現系でのリパスジルからM1への代謝Km値と同等であった（Table 2-9）。
対照的に、それらの Vmax値はヒト肝 S9と AO発現系で大きな差があり、この要因とし
て AO の発現量の差と考えられた。ヒト肝 S9 におけるリパスジルから M1 への代謝
Vmax/Kmはリパスジルの消失から算出した固有クリアランスと近い値を示した。以上の
結果から、ヒトではリパスジルから M1 への代謝が主代謝経路であり、その代謝には
AO が寄与することが明らかとなった。構造が類似している化合物である fasudil の代
謝反応にも AOが関与していることが報告されている（Sanoh et al., 2012）。Fasudilは
リパスジルと同様の代謝部位であるイソキノリン環の C-1位に酸化を受け M3（文献で
の代謝物名称）へと代謝されることが報告されており、fasudil はヒトでは静脈内定速
注入後に 15 分未満の半減期で速やかに消失され、活性代謝物である M3 は血漿中に 8
時間まで存在が確認されている（Nakashima et al., 1992）。また、リパスジルの代謝に
CYP もわずかに関与し、CYP3A4/3A5 および CYP2C8/3A4/3A5 がそれぞれ M2 および
M4の生成に関与する（Table 2-10）。さらに、AOはM1 と同じ代謝部位である M2 か
ら M6 への代謝にも関与しており、わずかにリパスジルから M2 への代謝にも関与す
ることが示された。以上の in vitro 評価から、リパスジルの代謝経路および代謝酵素の
寄与が明らかとなった（Figure 2-6）。 
リパスジルの薬理作用については第三章で述べるが、緑内障治療に唯一エビデンス
を有しているのは眼圧下降である。第一選択薬としてはその眼圧下降作用の強さから
PG 関連薬や β ブロッカーが使われており、リパスジルは炭酸脱水酵素阻害薬、 α1ブ
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ロッカーや α2受容体作動薬と同様に第二選択薬として期待される。緑内障治療には単
剤のみで十分な効果を示さない場合は併用使用され、作用機序の異なる薬物の併用を
薬物動態の面からも考慮する必要がある。薬物投与量が少ない点眼薬でさえも薬物相
互作用（DDI）が起こる例が報告されており（Edeki et al., 1995）、DDIの可能性を評価
することは重要である。リパスジルが AOで代謝されることから、競合阻害により AO
阻害作用を持つことが推測されたため代表的な代謝反応への阻害強度を解析したが、
陽性対照の IC50値は文献値（Obach et al., 2004b）と同等であったのに対し、リパスジ
ルの IC50値は 1.4 μmol/Lと算出され、陽性対照よりも阻害作用は低かった（Table 2-11）。
また、CYP代謝に対するリパスジルの阻害作用はとても弱かった（data not shown）。
ヒトへ 0.4%リパスジルを点眼後の血漿中濃度 Cmax は IC50 値よりも十分に低く、DDI
を起こす可能性は低いことが示唆された。なお、AO 代謝を介した臨床 DDI の報告は
確認されていない。 
以上の結果から、リパスジルの代謝特性が明らかとなり、ヒトにおける主代謝酵素
は AOであり、M1 への代謝に関与している。AOは種差の要因となり、ヒトではリパ
スジルが速やかに代謝されることから循環曝露は低くなることが推察され、点眼剤と
しての局所適用開発を判断した。 
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第三章 リパスジル点眼後の眼圧下降作用および房水動態 
 
第一節 序論 
 
本研究ではリパスジルの薬理作用を解析し、緑内障治療薬としての可能性を見出し
た。最初に in vitroにおいて、ROCK および他のセリン／スレオニンキナーゼに対する
酵素阻害活性を解析し、リパスジルは ROCK に選択的かつ強力な阻害作用を示した。
イソキノリンスルフォナミド化合物にはプロテインキナーゼ阻害作用があることが報
告されており、fasudil はプロテインキナーゼの ATP結合部位に結合し活性を阻害する
（Hidaka et al., 1984）。Fasudil（コード名：HA-1077）は特に ROCK阻害作用を有して
おり（Asano et al., 1989）、医薬品として開発され、脳血管攣縮治療薬として日本で上
市されている。HA-1077 からの構造展開におけるさらなる検討により阻害プロファイ
ルの改良された H-1152Pにつながっている（Sasaki et al., 2002）。その後の検討により、
hexahydro-1H-1,4-diazepine 環の 2位の変換および isoquinoline環の 4位の変換によりキ
ナーゼ阻害活性強度が異なることが示された（Tamura et al., 2005）。リパスジルもまた
イソキノリンスルフォナミド化合物の誘導体として合成されたものであり、fasudil と
の構造の違いは hexahydro-1H-1,4-diazepine 環の 2 位にメチル基が付いたことおよび
isoquinoline 環の 4位にフッ素が付いたことである。このような構造展開により、選択
性や阻害強度の増加が示されている（Figure 3-1）。 
多くのプロテインキナーゼ阻害薬は幅広い循環器疾患の治療や眼圧下降作用の解析
がされてきた（Ono-Saito et al., 1999; Hidaka and Kobayashi, 1992）。プロテインキナーゼ
は平滑筋細胞のストレスファイバーの形成に必須であり、キナーゼの阻害は細胞の弛
緩をもたらす。ROCK は低分子量 GTP結合タンパク質 Rhoの標的タンパクであり、細
胞の収縮に重要な働きをしており、線維柱帯細胞では細胞の構造的変化により房水の
流れが増えることから ROCK阻害薬の眼圧下降作用について注力して解析されてきた
（Uehata et al., 1997; Olson, 2008; Honjo et al., 2001a; Waki et al., 2001）。リパスジルの開
発において、ROCK 阻害作用は多くの疾患に有用であると考えられ適用疾患の検討を
実施したが、第二章で述べたように経口剤としての開発はヒトでの有効循環曝露量を
得られないことから、点眼薬として緑内障をターゲットとした。本研究では、リパス
ジルの薬理特性を明らかにする目的で、正常眼圧白色ウサギおよび正常眼圧サルへ点
眼後の眼圧下降作用を解析し、その有用性を見出した。また、眼房水の流出抵抗の増
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加が眼圧上昇をもたらすため、眼圧下降には眼房水の動態を把握する必要がある。毛
様体で産生された房水は主流出経路である線維柱帯-シュレム管経路および副流出路
であるぶどう膜強膜経路を介して流出され、ROCK 阻害薬はこの主流出経路へ作用す
ることが報告されている（Koga et al., 2006）。そこで本研究では、リパスジルの眼圧下
降作用機序を明らかにする目的で、房水動態についてウサギを用いて解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 3-1 Chemical structure of ROCK inhibitors. 
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第二節 結果 
 
3.2.1 リパスジルおよび代謝物のキナーゼ阻害活性の解析 
 
リパスジルおよびヒトにおいて認められた代謝物のキナーゼ阻害プロファイルを解
析した（Table 3-1）。リパスジルの ROCK 1 および ROCK 2 に対する阻害 IC50値はそれ
ぞれ 0.051 μmol/Lおよび 0.019 μmol/Lであり、ROCK 2 に対する阻害作用の方が 2.68
倍強かった。また、PKACα、PKC および CaMKIIα に対するリパスジルの阻害 IC50値
は ROCK 2 と比較し、それぞれ 111、1420および 19.5倍高く、リパスジルの ROCK 選
択的な阻害作用が示された。さらに、代表的な ROCK 阻害薬である Y-27632 および
HA-1077（fasudil）と比較すると、リパスジルの IC50値は ROCK 1 で 1/2 および 1/6、
ROCK 2 で 1/9および 1/18 と示され、リパスジルの ROCK 阻害作用は強力であった。
ヒトにおいて認められた代謝物であるM1、M2 および M6の ROCK阻害作用はリパス
ジルよりも弱くなり、M1 の阻害 IC50値は ROCK 1 で 6倍および ROCK 2 で 9倍であ
ったが、M2 およびM6の阻害作用は非常に弱いことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ROCK 1 ROCK 2 PKACα PKC CaMKIIα
0.051 0.019 2.1 27 0.37
(0.041 – 0.064) (0.017 – 0.021) (1.9 – 2.4) (23 – 33) (0.30 – 0.47)
0.32 0.17 5.4 43 2.4
(0.28 – 0.36) (0.14 – 0.19) (4.7 – 6.2) (38 – 50) (1.8 – 3.2)
1.4 0.47 5.6
(1.2 – 1.7) (0.34 – 0.66) (1.9 – 2.3)
20 7.1
(17 – 23) (5.1 – 10)
0.11 0.17 50 32 8.1
(0.088 – 0.15) (0.10 – 0.28) (38 – 70) (25 – 43) (3.9 – 19)
0.29 0.35 1.1 17 2.9
(0.24 – 0.34) (0.21 – 0.62) (0.99 – 1.3) (14 – 22) (1.3 – 6.4)
HA-1077
The 95% confidence intervals are shown in parentheses.
Table 3-1 Inhibitory effect of ripasudil and its metabolites on ROCKs
M6 >50 >50 >50
Compounds
IC50 (μmol/L)
Ripasudil
M1
M2 >50 >50
Y-27632
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3.2.2 リパスジルをウサギに点眼後の眼圧下降作用の解析 
 
ウサギ（JW）にリパスジルを 0.0625%から 0.5%の濃度で点眼した際に用量依存的な
眼圧下降作用を示した（Figure 3-2）。基剤点眼群では点眼側および非点眼側の点眼 5
時間後に 0時間と比べ有意な眼圧上昇を示した（Figure 3-2 (A)）。点眼側の眼圧は 0時
間と比較して、0.0625%リパスジル点眼液では点眼1時間後、0.125%では点眼1時間後、
0.25%では点眼 0.5時間から 2時間後、0.5%では点眼 0.5時間から 2時間後まで有意な
下降を示した（Figure 3-2 (B), (C), (D), (E)）。点眼側と非点眼側との比較では、全群と
も初期値の 0時間に差を認めず、0.0625%では点眼 0.5時間後、0.125%では点眼 0.5時
間および 1時間後、0.25%では点眼 0.5時間、1時間および 3時間後、0.5%では点眼 0.5
時間から 4 時間後まで有意な差が示された。最大眼圧下降は点眼後 1 時間で示され、
IOPは 0.0625%、0.125%、0.25%および 0.5%濃度でそれぞれ 2.90 ± 0.71 mmHg、3.60 ± 
0.68 mmHg、7.80 ± 1.88 mmHgおよび 8.55 ± 1.09 mmHgであった。各個体における点眼
5 時間後までの眼圧変化の総和を算出し最大対比法を用いて用量反応性を解析した結
果、linear モデルにおいて危険率 p=0.0001、モデル適合率 98.3114%で有意な用量依存
性が示された（Figure 3-2 (F)）。 
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Figure 3-2 Effect of topical administration of ripasudil on IOP in rabbit eyes. Ripasudil or 
vehicle alone was instilled into one eye. The contralateral eye was not treated (n = 10). Time 
course of changes in IOP. (A) Vehicle; (B) 0.0625%; (C) 0.125%; (D) 0.25%; (E) 0.5% 
ripasudil. The IOPs were compared with the results on the instillation side (●) at pre-dose 
and at each time point after instillation of ripasudil, and were compared with the results for 
ripasudil and untreated eyes (○) at each time point. Data are the means (mmHg) ± SE. The 
significance of findings was evaluated by Dunnett’s multiple comparison; *p < 0.05, **p < 
0.01, and ***p < 0.001, compared with the initial (0 h) value on the instillation side. (F) The 
sum of IOP change for up to 5 h after instillation. Data are the means (mmHg) ± SE (n = 
10). Dose-response relationship of ripasudil in the linear model. 
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3.2.3 リパスジルをサルに点眼後の眼圧下降作用の解析 
 
サル（cynomolgus）にリパスジルを 0.1%から 0.4%の濃度で点眼した際に用量依存
的な眼圧下降作用を示した（Figure 3-3）。点眼側の眼圧は 0時間と比較して、0.1%で
は点眼 2時間後、0.2%では点眼 1 時間から 2時間後、0.4%では点眼 1 時間から 6時間
後まで有意な下降を示した（Figure 3-3 (A), (B), (C)）。最大眼圧下降は点眼後 2時間で
示され、IOPは 0.1%、0.2%および 0.4%リパスジル点眼液でそれぞれ 2.29 ± 0.24 mmHg、
3.28 ± 0.28 mmHgおよび 4.36 ± 0.32 mmHgであった。一方、代表的な緑内障治療薬の
PG 受容体作動薬である 0.005% latanoprost を点眼後の眼圧は 0 時間と比較して点眼 4
時間後に有意な下降を示した（Figure 3-3 (D)）。最大眼圧下降は点眼後 4時間で示され、
IOPは 2.50 ± 0.16 mmHgであった。正常眼圧のサルにおけるリパスジルの眼圧下降作
用は用量依存性が認められ、0.2%および 0.4%リパスジル点眼液は 0.005% latanoprost
よりも迅速で強い効果が示された（Figure 3-3 (E)）。 
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Figure 3-3 Effect of topical administration of ripasudil on IOP in monkey eyes. Ripasudil or 
latanoprost was instilled into one eye. The contralateral eye was not treated (n = 8). Time 
course of changes in IOP. (A) 0.1%; (B) 0.2%; (C) 0.4% ripasudil; and (D) 0.005% 
latanoprost. The IOPs were compared with the results on the instillation side (●) at pre-dose 
and at each time point after instillation, and were compared with the results for treated eyes 
and untreated eyes (○) at each time point. Data are the means (mmHg) ± SE. The 
significance of findings was evaluated by Dunnett’s multiple comparison; *p < 0.05, **p < 
0.01, and ***p < 0.001, compared with the initial (0 h) value on the instillation side. (E) The 
maximum IOP reduction. Data are the means (mmHg) ± SE. The significance of findings 
was evaluated by Dunnett’s multiple comparison; ***p < 0.001 vs. latanoprost. 
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3.2.4 リパスジルの房水流量に対する作用の解析 
 
房水動態の解析として、最初に正常白色ウサギ（JW）を用いて房水流量（房水産生
量に対する作用）を解析した。対照群の点眼前および点眼後 2 時間の房水流量は、そ
れぞれ 1.69 ± 0.18 および 1.54 ± 0.23 μL/min であり、プラセボ点眼による房水流量の変
化は示されなかった。被験物質群においても、点眼前および点眼後 2 時間の房水流量
はそれぞれ 1.97 ± 0.23 および 1.88 ± 0.35 μL/min であり、0.4%リパスジル点眼による
房水流量の変化は示されなかった（Table 3-2）。したがって、リパスジルは正常白色ウ
サギの房水産生量に影響しないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pre (–2 to 0 h) Post (0 – 2 h)
Vehicle 1.69 ± 0.18 1.54 ± 0.23
Ripasudil 1.97 ± 0.23 1.88 ± 0.35
Aqueous flow rate (μL/min)
Table 3-2 Effect of 0.4% ripasudil on aqueous flow rate in rabbits
Data represent the means ± SE (n  = 6).
Pre and Post: for 2 h prior to dosing and for 2 h after dosing, respectively.
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3.2.5 リパスジルのぶどう膜強膜流量に対する作用の解析 
 
続いて、房水動態の解析として、正常白色ウサギ（JW）を用いて眼房水排出機構で
あるぶどう膜強膜流出路への作用について解析した。点眼液基剤（プラセボ）点眼群
の眼圧は点眼前で 23.1 ± 1.2 mmHg、点眼後で 23.8 ± 1.4 mmHgとなり眼圧の変化が示
されなかったが、0.4%リパスジル点眼群の眼圧は点眼前で 23.0 ± 0.6 mmHg、点眼後で
16.4 ± 1.3 mmHgとなり有意な眼圧下降作用を示した。一方、プラセボ点眼および 0.4%
リパスジル点眼後のぶどう膜強膜流量はそれぞれ 0.134 ± 0.026 および 0.155 ± 0.023 
μL/min であった（Figure 3-4）。正常白色ウサギのぶどう膜強膜流量にプラセボ群と
0.4%リパスジル点眼群との間に有意な差は示されず、リパスジルの眼圧下降作用にぶ
どう膜強膜流量が関与しないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 3-4 Effect of 0.4% ripasudil on uveoscleral outflow in rabbits. Data represent the 
means ± SE (n = 6). There was no significant difference between the vehicle and 0.4% 
ripasudil group (p > 0.05, Student’s t-test). 
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3.2.6 リパスジルの房水流出に対する作用の解析 
 
さらなる房水動態の研究として、正常白色ウサギ（JW）を用いて房水流出率に対す
る作用を解析した。点眼液基剤（プラセボ）点眼群の眼圧は点眼前で 21.6 ± 0.5 mmHg、
点眼後で 20.5 ± 1.3 mmHgとなり眼圧の変化が示されなかったが、0.4%リパスジル点眼
群の眼圧は点眼前で 23.6 ± 1.0 mmHg、点眼後で 14.1 ± 0.9 mmHgとなり有意な眼圧下
降作用を示した。その際の、プラセボ点眼後の房水流出率は 0.086 ± 0.021 μL/(min ∙ 
mmHg)であったのに対し、0.4%リパスジル点眼後の房水流出率は 0.193 ± 0.038 μL/(min 
∙ mmHg)となり 2.2倍高かった（Figure 3-5）。正常白色ウサギの房水流出率にプラセボ
群と 0.4%リパスジル点眼群との間に有意な増加が示され、リパスジルの眼圧下降作用
の機序として房水流出率増加作用が関与することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 3-5 Effect of 0.4% ripasudil on outflow facility in rabbits. Data represent the means ± 
SE (n = 7-8). There was a significant difference between the vehicle and 0.4% ripasudil 
group (*p < 0.05, Student’s t-test). 
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第三節 考察 
 
本研究では、リパスジルの薬理作用について解析した。リパスジルは選択的で強力
な ROCK 阻害作用を示し、多くの疾患への適用が期待されたが、第二章で述べたよう
に薬物動態的な要因で経口剤としては適さず、緑内障を対象疾患とした点眼薬として
開発することを判断した。リパスジルを点眼した際には明確な眼圧下降作用を示し、
その作用機序としては眼房水の主流出経路からの房水流出率増加であることが示唆さ
れたことから、緑内障治療薬としての有用性を見出した。 
最初に、in vitroでリパスジルのセリン／スレオニンプロテインキナーゼ阻害プロフ
ァイルを解析した（Table 3-1）。比較対照として代表的な ROCK阻害薬で多くの報告が
あり入手可能な Y-27632（Uehata et al., 1997; Honjo et al., 2001a; Waki et al., 2001）および
HA-1077（Honjo et al., 2001b; Asano et al., 1989; Hidaka et al., 1984）を用いた。リパスジ
ルは他のROCK阻害薬と比較し 2～17倍強くROCK阻害作用を示すことが明らかとな
った。構造展開の結果、hexahydro-1H-1,4-diazepine 環の 2 位にメチル基が付いたこと
および isoquinoline 環の 4位にフッ素が付いたことにより活性が増強した。加えて、リ
パスジルは他のセリン／スレオニンキナーゼと比較しROCKに選択的であった。cAMP
シグナルに関与する PKACαは RhoAの上流に位置しており、RhoAへの阻害強度の方
が強いことからリパスジルの PKACα の関与は少ないと考えられる。カルシウムチャ
ネルに関与する PKC の阻害は線維柱帯からの房水流出を促進することが報告されて
いるが（Khurana et al., 2003）、リパスジルの PKCの関与は低いと考えられる。同様に
カルシウムチャネルに関与するCaMKIIαはサルの緑内障において増加することが報告
されているが（Lam et al., 2003）、眼圧下降に影響するものではない。一方、ROCK 1
と ROCK 2 を比較すると、わずかに ROCK 2阻害 IC50値が低い（阻害作用が強い）傾
向であるが、有意な差は示されなかった。ROCK 遺伝子を抑制したマウスを用いた報
告ではROCK 1とROCK 2は眼圧に対して同等に寄与しており（Whitlock et al., 2009）、
ヒトの線維柱帯にはROCK 1とROCK 2の両者が発現している報告もある（Nakajima et 
al., 2005）。以上から ROCK 選択的な阻害作用を示すリパスジルは眼圧下降薬として適
している特徴を有していることが示唆された。リパスジルのヒトにおける代謝物はM1、
M2および M6 が認められており、第二章で述べたようにM1 がその存在の多くを占め
ている。代謝物の ROCK 阻害作用を解析した結果、ROCK 1 および ROCK 2の阻害作
用はM1でリパスジルの 1/6 および 1/9 であり、わずかに活性のある代謝物であること
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が示唆された。一方、M2 およびM6 は阻害活性がほとんど示されなかった。リパスジ
ルの類似構造体である HA-1077（fasudil）はヒトでは代謝物 M3 が活性代謝物であり、
血漿中に長時間存在し薬効に寄与する（Nakashima et al., 1992）。リパスジルをヒトに
点眼後の代謝物M1の Cmaxは ROCK 阻害 IC50値よりも十分に低く、ROCK 阻害の循環
血を介した薬効・毒性への M1 の影響はほぼないものと考えられる。また、点眼後の
眼内薬物動態については第四章で述べるが、眼内では代謝物は少ないと考えられる。 
次に in vivo での薬効解析として、リパスジルは正常眼圧のウサギおよびサルにおい
て強い眼圧下降作用を示すことが明らかとなった。白色ウサギの眼圧評価において
（Figure 3-2）、基剤（プラセボ）点眼群では点眼側と非点眼側の差は認められず、基
剤には薬理作用が示されないことを確認した。基剤点眼 5 時間後において初期眼圧値
と比べ有意な上昇が示されたが、この要因としてウサギ眼圧の日内変動があると考え
られる。ウサギなどの夜行性動物は通常日中に低い眼圧で夜間に高い眼圧の日内変動
を示すため（Katz et al., 1975; Rowland et al., 1981）、夕方の測定に眼圧が上昇したこと
が推察された。リパスジル点眼群では用量依存的な眼圧下降作用を示し、作用発現は
速やかであり、点眼後 1 時間に最大眼圧下降を示した。リパスジル高濃度点眼での最
大効果を示した際には上強膜静脈圧（Zamora and Kiel, 2009）の近くまで眼圧を下降さ
せた。また、いずれの点眼液濃度においても非点眼側には有意な眼圧下降作用を示さ
なかった。非点眼側への薬物移行は全身循環血を介すると考えられるが移行量はわず
かであり、リパスジルは点眼側にのみ眼圧下降作用を発現し、血管拡張などの全身性
作用も少ないことが考えられる。同様にサルの眼圧評価において（Figure 3-3）、リパ
スジルは用量依存的な眼圧下降作用を示し、また、latanoprost 点眼液よりも最大眼圧
下降作用が強く、作用持続時間が長いことが明らかとなった。作用発現はウサギと比
べ少し差が認められ、点眼後 2時間に最大眼圧下降を示した。初期値と比べると 0.4%
リパスジル点眼液では点眼後 6 時間まで有意な眼圧下降作用持続が示されたが、ウサ
ギにおいては 0.5%リパスジル点眼液を点眼後 2 時間までの有意な持続作用であった。
この差、つまりウサギにおける短時間作用についての要因は不明であるが、リパスジ
ルの眼圧下降作用は他の緑内障治療薬の中で用法が 1 日 2 回点眼の薬物で報告されて
いる作用（Mizuno, 1999; Nishimura et al., 1993）と同等の持続プロファイルであった。
したがって、リパスジルも 1 日 2 回の点眼において有効な治療効果が得られることが
推察された。他の ROCK 阻害薬 Y-39983 では同様にウサギおよびサルにおいて眼圧下
降作用が認められた（Tokushige et al., 2007）。リパスジルと Y-39983 には特に作用発現
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時間において差が認められ、リパスジルの方が点眼後速やかに眼圧下降作用を示した。
この要因については第四章で考察するが、眼内移行性に依存しているものと考えられ
た。作用機序の異なる latanoprostとの薬効比較において、latanoprost は活性代謝物であ
る latanoprost-acid が眼圧非依存的にぶどう膜強膜流出路へ作用し、一方リパスジルは
眼圧依存的に線維柱帯-シュレム管流出路へ作用すると推定している。また用法につい
ては latanoprost が 1 日 1 回でリパスジルが 1 日 2 回としており、本研究でのサルへの
点眼においてリパスジルの方が強い眼圧下降作用と長い持続時間を示したことから臨
床においても十分に効果が期待できるが、種差を考慮する必要性も考えられる。正常
眼での全房水流出量に対するぶどう膜強膜流量の占める割合は、ウサギで数%、サル
で約 50%、ヒトでは 10～20%と報告されており（Nilsson, 1997）、また病態時には流量
が低下していることから薬物の反応性も異なると考えられるため、眼圧下降作用はヒ
ト臨床試験において十分に評価しなければならない。サルにおいても非点眼側の眼圧
下降作用は示されず、循環血を介した作用部位への薬物移行はほとんど無いことが考
えられ、リパスジルの眼圧下降作用は点眼側に限られていることが特徴付けられた。 
さらに、リパスジルの眼圧下降の作用機序を明らかにするために白色ウサギを用い
て房水動態を解析した。眼房水は毛様体上皮で産生され、主流出経路である線維柱帯-
シュレム管および副流出経路であるぶどう膜強膜より流出される。チモロールを代表
とする β ブロッカーおよびブリンゾラミドやドルゾラミドを代表とする炭酸脱水酵素
阻害薬は房水産生を抑制し、ラタノプロストなど PG関連薬およびブナゾシンなどの α1
ブロッカーはぶどう膜強膜流出を増加させ、ニプラジロールのような α1/β ブロッカー
およびブリモニジンのような α2受容体作動薬は房水産生抑制とぶどう膜強膜流出増加
の 2 つの作用を持つことが知られている。これまでに受容体への親和性を評価し、リ
パスジルは交感神経 α1、α2、β1、β2および FP 受容体に対して作用が無いことを確認し
ている（data not shown）。白色ウサギにリパスジル点眼後の房水産生に対する作用
（Table 3-2）およびぶどう膜強膜流量に対する作用（Figure 3-4）は認められず、房水
流出率増加作用（Figure 3-5）が示された。房水産生の評価においては蛍光検出法での
影響を考慮し眼圧を測定しなかったが、房水流出の評価ではリパスジル点眼側の有意
な眼圧下降を示した。他の ROCK 阻害薬においても房水動態が解析され、同様の作用
が報告されている（Honjo et al., 2001ab）。さらに、線維柱帯細胞でのアクチンストレス
ファイバーと細胞接着班の分布の再構成が認められた。ROCK 阻害薬は線維柱帯のア
クチン細胞骨格の脱重合させることで細胞および組織の弛緩を促すことから（Koga et 
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al., 2006）、房水流出を増加させ眼圧を下降させる。したがって、本研究での房水動態
の解析からリパスジルは線維柱帯細胞での骨格変化をもたらし、房水流出率の増加に
より眼圧を下降させることが示唆された。線維柱帯での房水流出抵抗の主因子は傍シ
ュレム管結合組織（細胞外マトリックスおよび線維柱帯細胞）とシュレム管内皮細胞
であり、ROCK 阻害薬はステロイド剤で誘発される細胞外マトリックス沈着を抑制し
（Fujimoto et al., 2012）、シュレム管内皮細胞では巨大空胞（giant vacuole）が増加し細
胞間接着が弱まり（Inoue and Tanihara, 2013）、房水流出抵抗が低下すると考えられてい
る。最近の報告では、リパスジルは線維柱帯細胞での形態変化をもたらし、シュレム
管内皮細胞での密着結合を緩めることで透過性を増大させることが示された（Kaneko 
et al., 2016）。 
以上の結果から、リパスジルは選択的で強力な ROCK 阻害作用を示し、点眼により
主流出路からの房水流出率増加に伴う眼圧下降作用を示すことが明らかとなった。リ
パスジルは緑内障治療薬として新規作用機序を有しており、単独療法だけでなく併用
療法としても有用な薬物として期待できる。 
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第四章 リパスジル点眼後の眼内移行および眼内移行に及ぼす
種々の影響 
 
第一節 序論 
 
本研究では、リパスジルの点眼後の眼内薬物動態を解析し、緑内障治療薬として適
した特性を有していることを見出した。第三章ではリパスジルの作用機序として線維
柱帯-シュレム管で房水流出を増加させることを明らかとしたが、薬物が薬効発現部位
に有効濃度で到達する必要がある。眼内への薬物デリバリーは限られており、いくつ
かのバリアーが存在する。点眼後の薬物は先ず点眼部位である眼表面において、瞬き、
涙液分泌および涙液排出により、希釈および排出をされ大部分が除去されてしまう
（Lee and Robinson, 1986）。点眼部位から角膜および結膜の表面に到達するには粘液層
で構成された非攪拌水層を通過しなければならない（Gipson and Argüeso, 2003）。そし
て、角膜、結膜および強膜は薬物の眼内移行に対するバリアー機能として重要な役割
を担っている。角膜は多層構造で、最も表層の上皮細胞間にはタイトジャンクション
が存在し、水や物質の移動を制限するバリアーとなっている（Klyce and Crosson, 1985）。
結膜はもう 1 つのバリアーであり、タイトジャンクションを形成し多細胞の構成であ
る（Kompella et al., 1993）。眼内組織への薬物の到達経路として、角膜経路と非角膜経
路（結膜‐強膜経路）が存在している（Hosoya et al., 2005）。角膜を介した眼房水への
薬物移行（角膜経路）は薬物の眼圧下降作用発現に重要と考えられる。一方、後眼部
組織への薬物移行は次の 3 つの経路が存在すると報告されている（Mizuno et al., 
2009）；（1）眼周囲および後眼部強膜経路、（2）角膜および硝子体経路、（3）角膜およ
びぶどう膜‐強膜経路。このように、ターゲット組織に到達するまでに多くのバリア
ーを通過する必要があり、点眼薬の薬物移行経路を把握することは重要な課題である。 
リパスジルを含むいくつかの緑内障治療薬は塩基性化合物であり、メラニンに結合
する可能性がある（Leblanc et al., 1998）。また、有色組織におけるメラニン結合は薬物
濃度に影響を与えるが、眼毒性には必ずしも結びつかない。メラニン結合を示す薬物
の眼内動態への影響、それによる薬効や毒性への影響を考慮する必要性は高い。虹彩・
毛様体や網膜・脈絡膜はメラニンを含有している組織であり、メラニン結合する薬物
の評価では有色動物での体内動態、薬効や毒性の評価も必要と考えられる。 
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 さらに、膜透過性は薬物の脂溶性や膜表面の状態変化によって影響を受ける。角膜
および結膜を介した β ブロッカーの吸収は点眼液処方の変更に影響を受けることが報
告されている（Ashton et al., 1991）。眼表面での状態や併用薬などの眼内移行に及ぼす
影響を考慮する必要性は高い。 
本研究では、リパスジルをウサギに点眼後の眼内動態について明らかにすることを
目的とした。有色ウサギを用いてリパスジルの眼内移行、メラニン含有組織への蓄積
および眼内代謝物プロファイルを解析した。その他、眼内移行に及ぼす影響の解析で
は、併用点眼した際の眼房水中薬物動態を解析し、in vitro および ex vivoで膜透過性を
解析した。さらに、点眼後の涙液動態を解析し、眼内移行の種差について明らかにし
た。 
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第二節 結果 
 
4.2.1 オートラジオグラフィーによるリパスジルの眼内分布の解析 
 
白色ウサギ（JW）に[14C]リパスジルを片眼点眼後の眼内分布についてオートラジオ
グラフィーにより解析した。ウサギの頭部は両眼の水晶体と視神経乳頭が含まれる中
心部分を通る切片を作製した（Figure 4-1 (A)）。点眼後 15分、1時間および 4時間の
オートラジオグラムにおいて、点眼側の右眼で放射能分布が認められ、非点眼側の左
眼で放射能分布が認められなかった（Figure 4-1 (B), (C), (D)）。点眼側において、各組
織の放射能濃度は水晶体において 4時間後に最高濃度を示し、その他の組織は点眼 15
分後に最高濃度を示した。点眼 15 分後には、角膜に著しく高濃度の放射能が、結膜、
虹彩、前房および赤道部の網膜・脈絡膜に高濃度の放射能が分布し、次いで、毛様体、
涙腺、脳、後部の網膜・脈絡膜および水晶体に認められたが硝子体にはほとんど検出
されなかった。点眼側と非点眼側を比較すると、涙腺は概ね同等の濃度を示したが、
眼球の各組織は点眼側が高濃度を示した。点眼側の網膜・脈絡膜には、点眼 15分およ
び 1時間後では明確な放射能分布が示されたが、24時間以降はほとんど検出されなか
った。リパスジルの眼内移行性は高いことが明らかとなった。 
有色ウサギ（Dutch）に[14C]リパスジルを片眼点眼後の眼内分布についても同様に解
析し、切片作製部分の写真（Figure 4-2 (A)）および点眼後 1時間のオートラジオグラ
ム（Figure 4-2 (B)）を示した。白色ウサギと同一所定時間における有色ウサギのメラ
ニンを含有しない組織での放射能分布は白色ウサギと同様の傾向を示した。メラニン
を含有する虹彩、毛様体および網膜・脈絡膜は点眼側、非点眼側ともに点眼 1 時間後
に最高濃度を示した。メラニン含有組織の放射能濃度は白色ウサギに比べ高濃度で、
消失も緩やかであり、点眼 336 時間後においても認められた。後眼部である網膜・脈
絡膜の放射能濃度は点眼側と非点眼側の濃度を比較すると点眼側の濃度が高く、さら
に、赤道部の方が後部よりも高い濃度を示した（Table 4-1）。リパスジルは有色ウサギ
においても眼内移行性が高く示され、後眼部への到達も示された。また、メラニン親
和性を有するためメラニン含有組織には濃度が高く分布し、長時間存在することが明
らかとなった。 
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Figure 4-1 Ocular autoradiogram after single instillation of [
14
C]ripasudil in the right eye of 
albino rabbits. Tissue sections (30 μm) obtained through the midline of the lens and optic 
nerve head of both eyes (A) in rabbits. Autoradiograms at 0.25, 1, and 4 h are shown in (B), 
(C), and (D), respectively. 
AC: anterior chamber; CB: ciliary body; Cn: conjunctiva; Cr: cornea; Ir: iris; LG: lacrimal 
gland; Ln: crystalline lens; OD: optic disc; OL: olfactory bulb; RC: retina/choroid; Vt: 
vitreous body. 
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Figure 4-2 Ocular autoradiogram after single instillation of [
14
C]ripasudil in the right eye of 
pigmented rabbits. Tissue sections (30 μm) obtained through the midline of the lens and 
optic nerve head of both eyes (A) in rabbits. An autoradiogram corresponding to section (A) 
at 1 h is shown in (B). 
AC: anterior chamber; CB: ciliary body; Cn: conjunctiva; Cr: cornea; Ir: iris; LG: lacrimal 
gland; Ln: crystalline lens; OD: optic disc; OL: olfactory bulb; RC: retina-choroid; Vt: 
vitreous body. 
Equatorial Posterior Equatorial Posterior
1 h 1918.13 116.68 353.48 52.79
Time
Retina-choroid radioactivity [(PSL – BG)/A]
Instilled side Contralateral side
Table 4-1 Radioactivity concentration reached the posterior segment of the eye
after single instillation of [
14
C]ripasudil in the right eye of pigmented rabbits.
PSL: photo-stimulated luminescence, BG: background PSL, A: the area of retina-
choroid tissue determined on the image analyzer.
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4.2.2 有色ウサギへ単回並びに反復点眼後の眼組織中薬物動態の解析 
 
有色ウサギ（Dutch）に[14C]リパスジルを 1.0%点眼液で単回および反復（1日 2回 7
日）点眼後の眼内分布について組織摘出法により解析した。単回点眼後の各組織への
移行は速やかであり、ほとんどの組織で 15分以内に放射能濃度は最高濃度に到達した
（Figure 4-3 (A)）。また、ほとんどの眼組織の放射能濃度は血液よりも高く、後眼部へ
の移行が示された。メラニン含有組織を除くと、放射能濃度は涙液（点眼部位）> 角
膜 > 眼房水 > 水晶体 > 硝子体の順で高く、点眼部位から眼内への分布の方向性が
あることが示唆された。メラニン含有組織である虹彩・毛様体および網膜・脈絡膜は
高い放射能濃度が示された。反復点眼後の各組織の放射能濃度は単回点眼と比較し多
くの組織で高く示された（Figure 4-3 (B)、Table 4-2）。その中でもメラニン含有組織に
おいては顕著であり、AUC0-tは虹彩・毛様体では 5.2倍、網膜・脈絡膜では 7.5倍高く
示された。リパスジルはメラニン親和性があり、メラニン親和性は眼内薬物動態に影
響を与え、メラニン含有組織での蓄積率が高いことが明らかとなった。 
眼内での代謝物プロファイル解析では、[14C]リパスジル反復点眼 1 時間後の角膜、
眼房水および虹彩・毛様体中に代謝物としてM1のみがわずかに示された（Figure 4-4）。
総放射能に対するM1の存在割合はそれぞれ 5.9%、4.8%および 7.2%であり、眼内では
リパスジル未変化体が主に分布していることが明らかとなった。  
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Figure 4-3 Radioactivity concentration–time profile in ocular tissues after single (A) and 
repeated twice daily (B) instillation of [
14
C]ripasudil ophthalmic solution (1.0%) in pigmented 
rabbits. Each point represents the means and SD (n = 3). 
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  Single Repeated Ratio (R/S) Single Repeated Ratio (R/S) Single Repeated Single Repeated
Blood 276 241 0.9 2317 6276 2.7 0.25 0.25 255.0 197.6
Cornea 42545 121986 2.9 165122 431756 2.6 0.25 0.25 160.6 103.0
Aqueous humor 5188 10233 2.0 14049 24953 1.8 0.25 0.25 313.1 44.9
Iris-ciliary body 82079 239130 2.9 4419612 22801558 5.2 1 0.25 174.9 476.1
Lens 386 805 2.1 8811 24160 2.7 1 1 92.4 87.2
Vitreous body 176 133 0.8 3044 8256 2.7 0.25 0.25 109.1 371.8
Retina-choroid 6376 38297 6.0 702414 5283034 7.5 1 24 468.1 187.8
Conjunctiva 2475 10638 4.3 75190 296063 3.9 0.25 0.25 95.5 87.7
Nictitating membrane 3704 4509 1.2 51300 102838 2.0 0.25 0.25 133.0 79.7
Sclera (anterior) 4795 4166 0.9 87008 242716 2.8 0.25 0.25 428.4 1910.3
Sclera (posterior) 367 1078 2.9 18060 97719 5.4 0.25 0.25 145.4 182.9
Optic nerve 347 380 1.1 13297 25868 1.9 0.25 0.25 - -
Tear fluid 41526 448562 10.8 716718 835334 1.2 0.25 0.25 146.8 258.3
Tmax (h) T1/2 (h)
Data represent the means  (n  = 3).
Ratio (R/S): the ratio of the repeated instillation to the single instillation.
-: not calculated.
Table 4-2 Pharmacokinetic parameters of radioactivity in ocular tissues after single and repeated ophthalmic administration of [
14
C]ripasudil onto both
eyes of pigmented rabbits at a dose of 0.5 mg/eye (1.0% solution).
Tissue
Cmax (ng eq./g) AUC0-t (ng eq. · h/g)
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4.2.3 有色ウサギへ単独並びに併用点眼後の眼内薬物動態の解析 
 
眼内移行へ及ぼす要因の一つとして併用点眼の影響を解析した。有色ウサギ（Dutch）
に 0.4%リパスジル点眼液および作用機序の異なる薬剤であるザラカム配合点眼液
（0.005% latanoprost および 0.5% timolol の配合剤）を 5分の間隔をあけて点眼した際
の眼房水中薬物動態を解析した。眼房水中リパスジル濃度は点眼後 0.25～0.5 時間で、
timolol濃度は 0.5 時間付近で、latanoprostの活性代謝物である latanoprost acid濃度は 2
時間付近で最高濃度となり、その後速やかな消失が示された（Figure 4-5 (A), (B), (C)）。
単独点眼群と併用点眼群を比較すると、眼房水中の各薬物濃度は多くの時点で差は示
されなかった。しかし、いくつかの時点では単独点眼群と比較し併用点眼群で有意差
が示された。リパスジル濃度は点眼後 4時間、8時間および 24 時間において併用点眼
群で低く示され、timolol濃度は 0.25 時間において併用点眼群で低く示され、latanoprost 
acid濃度は 4時間において併用点眼群で高く示された。 
Figure 4-4 Representative HPLC radiochromatogram of ocular tissue extracts from the 
cornea (A), aqueous humor (B), and iris-ciliary body (C) at 1 hour after repeated instillation 
of [
14
C]ripasudil ophthalmic solution (1.0%) in pigmented rabbits. 
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Figure 4-5 Ripasudil (A), timolol (B), and latanoprost acid (C) concentration–time profile in 
the aqueous humor after concomitant instillation of ripasudil ophthalmic solution (0.4%) and 
Xalacom (0.005% latanoprost and 0.5% timolol) into pigmented rabbits. Xalacom was 
instilled 5 minutes after ripasudil in both eyes in the concomitant group. Each point 
represents the means and SD (n = 6). * p < 0.05 by Student’s t-test. 
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一方で、各有効成分の眼房水中濃度における薬物動態パラメータは単独点眼群と併
用点眼群で目立った差は示されなかった（Table 4-3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4 人工膜 PAMPAシステムおよびウサギ角膜・結膜を用いた in vitroおよび ex vivo
膜透過性解析 
 
眼内移行の最初の決定要因となる角膜および結膜の膜透過性について人工膜
（PAMPA システム）並びに白色ウサギ（NZW）から摘出した角膜および結膜を用い
て in vitro および ex vivo で解析した。他の緑内障治療薬（nipradilol、brimonidine、
dorzolamide、timolol）と比較した結果、リパスジルの膜透過性は最も高く示された
（Figure 4-6 (A), (B), (C)）。また、PAMPA、ウサギ角膜およびウサギ結膜での傾向は概
ね同様であり、リパスジルの膜透過性が高いことが明らかとなった。透過性評価実験
後の atenolol の角膜および結膜透過性は、それぞれ 0.346 ± 0.350 (×10-6) cm/s および
0.263 ± 0.135 (×10
-6
) cm/s であり、実験施設であらかじめ設定した評価基準（1 × 10-6 cm/s
未満および 3 × 10-6 cm/s 未満）を満たしたことから実験時の膜のバリアー機能（integrity）
は保たれていることが示された。 
Alone Tmax Cmax T1/2 AUC0-t
/Concomitant (h) (ng/mL) (h) (ng · h/mL)
Alone 0.25 4126.39 7.21 5537
Concomitant 0.50 4714.43 7.02 6022
Alone 0.42 2823.76 5.50 4613
Concomitant 0.42 4642.61 4.72 6015
Alone 1.92 253.92 - 758
Concomitant 1.92 255.97 - 1005
Xalacom was instilled 5 minutes after ripasudil in both eyes in the concomitant group.
Compound
Ripasudil
Timolol
Latanoprost acid
Table 4-3 Pharmacokinetic parameters of each compound in the aqueous humor after
concomitant instillation of ripasudil ophthalmic solution (0.4%) and Xalacom (0.005% latanoprost
and 0.5% timolol) into pigmented rabbits.
-: not calculated.
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Figure 4-6 Comparison of the apparent permeability of ripasudil and four glaucoma agents 
across the PAMPA system (A), albino rabbit cornea (B), and conjunctiva (C). Data represent 
the means and SD (n = 3 for PAMPA system, n = 4 for cornea and conjunctiva transport). 
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4.2.5 ウサギ、イヌおよびサルへ点眼後の眼内薬物動態並びに涙液中薬物動態の解析 
 
点眼後の眼内移行における種差および点眼部位である涙液の動態が与える影響につ
いてウサギ（Dutch）、イヌ（beagle）およびサル（cynomolgus）を用いて解析した。1.0%
リパスジル点眼液を単回点眼後の眼房水中リパスジル濃度はウサギにおいてイヌやサ
ルと比べて特に初期濃度が高く示された（Figure 4-7）。ウサギにおける最高濃度到達
時間（Tmax）は点眼後 10分であり、眼内への移行は非常に速やかであった。一方、イ
ヌやサルにおけるTmaxは1時間と示され、リパスジルの眼内濃度には種差が示された。
眼房水中濃度におけるウサギの AUCはイヌの 3.9 倍、サルの 3.4倍であった。 
点眼後の初期濃度は眼内移行に非常に重要であると考え、点眼部位である涙液中薬
物動態を解析した。点眼後初期の涙液中濃度は見かけ上一次の消失を示し、リパスジ
ルの消失速度定数 KeTFは水溶性の高分子である FD-4と同等であった（Table 4-4）。ま
た、KeTFは種差が示され、ウサギのKeTFはイヌやサルよりも明らかに低い値であった。
以上の結果から、リパスジルの眼内移行には種差が認められ、点眼部位である涙液の
濃度推移が影響を与える要因の一つであることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4-7 Ripasudil concentration–time profile in the aqueous humor after single instillation 
of ripasudil ophthalmic solution (1.0%) into pigmented rabbits, dogs, and monkeys. Each point 
represents the means (n = 2 – 4 eyes for rabbits and dogs, n = 2 eyes for monkeys). 
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Ripasudil FD-4
Rabbit Dutch 0.162 ± 0.091 0.148 ± 0.060
Dog Beagle 0.638 ± 0.366 0.839 ± 0.396
Monkey Cynomolgus 0.501 ± 0.127 0.483 ± 0.074
Species
KeTF (min
-1
)
Data represent the means ± SD (n  = 6 eyes for rabbits and dogs, n = 3 eyes
for monkeys).
Table 4-4 The tear fluid elimination of ripasudil and FD-4 after single
instillation.
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第三節 考察 
 
本研究では、リパスジル点眼後の眼内薬物動態特性について解析し、リパスジルは
膜透過性が高く、点眼後には速やかに眼内へ移行することから緑内障治療薬としては
適していることが明らかとなった。また、眼内移行に及ぼす種々の影響因子の解明と
して、メラニン親和性、併用点眼および涙液動態について解析を行った。 
最初に、放射性標識した[14C]リパスジルを用いて白色ウサギに点眼した際の眼内分
布について眼部オートラジオグラフィーにより解析した。点眼後 15分には各組織の放
射能濃度は最高濃度となり、リパスジルの眼内移行は速やかであることが示された
（Figure 4-1）。眼内組織への薬物の到達経路として、角膜経路および非角膜経路（結
膜‐強膜経路）が存在している（Hosoya et al., 2005）が、放射能濃度の分布から角膜 > 
前房の方向性が示され、リパスジルは角膜経路が主に関与していると考えられた。前
房から眼内部組織に向かっては徐々に濃度の低下が示されたが、水晶体への分布は他
の組織と少し異なっており、放射能は水晶体の前部から徐々に核部へ移行していた。
詳細な観察報告によると、前房からカプセル中央部へ分配した薬効成分は中心方向へ
移行するよりも速やかに、核部を避けるように周辺方向へ広がり、水晶体側面部（赤
道部）へ拡散することが明らかにされている（Maurice and Mishima,1984）。また、核内
へ移行したものは周辺部が完全に消失した後も徐々に周辺組織へ供給するようなリザ
ーバー効果を示し、この広がり方は薬物の脂溶性や親水性に依存しないことが述べら
れている。眼内放射能濃度は点眼側が非点眼側よりも明らかに高く、点眼部位から眼
内部組織への直接移行が示された。放射能分布の眼周囲組織への広がりが確認され、
後眼部の視神経までの移行に眼周囲経路が関与することが示唆された。同様に、後眼
部に向かった放射能濃度勾配は網膜・脈絡膜でも確認され、ぶどう膜‐強膜経路の関
与も示唆された。一方、涙腺は点眼側と非点眼側で放射能濃度は同程度であり、循環
血を介した移行であることが示唆された。有色ウサギに[14C]リパスジルを点眼後のオ
ートラジオグラム（Figure 4-2）でもメラニンを含有していない組織では白色ウサギと
同様の放射能分布を示した。点眼後 15分で最高濃度に到達し、リパスジルは速やかに
眼内へ移行し、速やかに眼圧下降作用を発揮することが説明できる。一方、メラニン
含有組織である虹彩・毛様体および網膜・脈絡膜では高濃度の放射能分布が示され、
リパスジルがメラニン親和性を有し、消失が緩やかであることが特徴付けられた。網
膜・脈絡膜中の放射能濃度は点眼側の方が非点眼側よりも高く、さらに、赤道部の方
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が後眼部よりも高く示されたことから（Table 4-1）、後眼部への薬物移行の一部は点眼
部位からの直接移行であることが示唆され、リパスジルの移行性が良好であるため点
眼した薬物の一部は後眼部まで到達することが明らかとなった。 
次に、組織摘出法においても[14C]リパスジルを点眼した際の眼内分布を解析した。
リパスジルのメラニン親和性が示されたため、メラニン含有組織における高濃度の蓄
積が推察され、有色ウサギを用いて 1 日 2 回の反復点眼を実施し定量解析した。単回
点眼の結果はオートラジオグラフィーによる解析と同様であり、メラニンを含有して
いない組織については点眼部位である涙液 > 角膜 > 眼房水 > 水晶体 > 硝子体の
順で放射能濃度の勾配が示され、また放射能濃度は角膜の方が結膜よりも高いことか
ら、リパスジルが角膜経路で眼内へ移行し、内部に拡散することが示唆された（Figure 
4-3、Table 4-2）。さらに、眼内濃度は循環血中濃度よりも高く、網膜・脈絡膜の Tmax
は循環血と比較すると遅い傾向があり、硝子体を避けるように放射能分布が認められ
たことから、後眼部の網膜・脈絡膜への薬物移行は循環血からの寄与だけではないこ
とが考えられた。循環血から眼内への移行には血液房水関門（blood-aqueous barrier; 
BAB）および血液網膜関門（blood-retinal barrier; BRB）がバリアー機能を担っており、
必要な物質の輸送のために様々なトランスポーターが存在し、循環血から網膜への薬
物送達には BRB に発現するトランスポーターを利用することも期待されている
（Hosoya and Tomi, 2005; Kubo et al., 2012）。リパスジルの輸送に関わるトランスポータ
ーは不明であるが、点眼後の網膜・脈絡膜への薬物移行は一部が循環血から、一部が
局所からであることが示された。点眼部位からの直接移行として眼周囲経路およびぶ
どう膜-強膜経路で後眼部まで移行したと推察されるが、後眼部まで薬物が到達するこ
とは神経保護作用（Yamamato et al., 2014）や網膜症への適用（Yamaguchi et al., 2016）
も期待される。一方で、メラニン含有組織である虹彩・毛様体および網膜・脈絡膜の
放射能濃度は高く推移した。1 日 2 回 7 日の反復点眼により、メラニンを含有してい
ない組織中の放射能濃度も増加が認められたが、メラニンを含有している組織におい
て顕著であり、虹彩・毛様体、網膜・脈絡膜および強膜（後部）の蓄積率は 5 倍以上
と示された（Table 4-2）。強膜（後部）は強膜（前部）と異なり網膜・脈絡膜が隣接し
ていたことが蓄積率の高くなった要因と考えられた。以上の結果から、メラニン親和
性は点眼薬の眼内動態に影響を与えることが示された。メラニン結合を解析した in 
vitro の結果では、リパスジルは合成メラニンに高い結合率を示したが、その結合は可
逆的であり、結合能は強い親和性を有する chloroquine と比較し低かった（data not 
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shown）。他の点眼薬である timolol、befunolol や brimonidine もまた塩基性化合物の特
徴からメラニン親和性を有しており、有色組織において高い濃度を示すことが報告さ
れている（Menon et al., 1989; Araie et al., 1982; Acheampong et al., 1995）。一般的に、メ
ラニンへの薬物の結合は脂溶性、塩基性およびイオン化状態に依存し、メラニンへの
結合性は薬物の吸収、滞留および活性に影響を与える（Ings, 1984）。しかしながら、
メラニンへの結合性は必ずしも毒性に結びつく因子ではなく（Leblanc et al., 1998）、実
際にリパスジルを点眼後の動物およびヒトにおけるメラニン含有組織での眼局所並び
に全身性毒性は認められていない。薬効への寄与について考慮すると、メラニン非結
合薬物が薬効に寄与すると考えられ、メラニン含有組織では総濃度に比べ非結合型濃
度は低くなるが、メラニンが薬物のリザーバー効果として働くため徐々に放出された
非結合薬物が持続的な薬効に寄与する可能性がある。しかし、ヒトにおけるリパスジ
ル反復点眼後の眼圧下降作用は単回点眼とほぼ同等であり（Tanihara et al., 2013a）、メ
ラニン含有組織でのリパスジル濃度の増加が薬効に寄与するかどうかは不明である。 
期待する薬効を発揮するには点眼後の標的組織において有効成分が有効濃度で到達
する必要がある。第二章で述べたように、リパスジルは主代謝酵素である AO により
代謝され M1 が生成する。代謝物 M1 は ROCK 阻害活性があるものの、リパスジルと
比べ効果は低い。眼内組織にはいくつかの代謝酵素の存在が確認されているが
（Duvvuri et al., 2004）、AOは眼を含む全身に広く発現し特に肝臓で高い発現をしてい
る酵素であり（Nishimura and Naito, 2006）、AOの代謝活性はヒトやウサギで高いこと
が報告されている（Kitamura et al., 1999）。リパスジルをウサギに点眼後の眼組織（角
膜、眼房水および虹彩・毛様体）中には代謝物としてわずかに M1 が認められ、存在
割合のほとんどは未変化体リパスジルであった（Figure 4-4）。したがって、点眼後に
眼内に移行したリパスジルが未変化体で薬効に寄与することが明らかとなった。 
さらに、リパスジルの眼内移行に及ぼす他の影響因子について解析した。日本の緑
内障診療ガイドライン第 3 版（日本緑内障学会、2012）に従うと、薬物治療では、単
剤での効果が不十分であるときには併用療法を行う。また、複数の点眼薬を併用する
ときは、5 分以上の間隔をあけて点眼するとの記載もある。眼房水中の薬物濃度は緑
内障治療薬の眼圧下降作用に非常に重要な決定因子となっている（Sakanaka et al., 
2008b）。したがって、リパスジルとザラカム配合点眼液（latanoprost および timolol）
を単独もしくは併用点眼した際の眼房水中濃度を測定し、併用の影響を解析した
（Figure 4-5、Table 4-3）。Latanoprost acid の Tmaxは他の 2薬物よりも遅いが、角膜を通
62 
 
る際にエステラーゼにより latanoprost が活性代謝物に代謝されるためである。一方、
リパスジルは最も眼内移行が速やかであった。T1/2は併用点眼により低くなる傾向が認
められるが、有意な差は示されなかった。併用点眼による眼房水中濃度の Cmaxおよび
AUC の変化率はそれぞれ、リパスジルで 1.1 倍および 1.1 倍の増加、timolol で 1.6 倍
および 1.3 倍の増加、latanoprost acid で 1.0 倍および 1.3倍の増加が示された。いくつ
かの時点では単独群と併用群で有意差が認められたが、一貫した方向性は示されず、
ばらつきを考慮すると個体間の偏りが影響した可能性がある。併用点眼することによ
り点眼部位での 2 製剤の希釈が起こり眼内濃度を低くする可能性があり、本研究でも
5 分の投与間隔をあけているが、ウサギはヒトよりも涙液のターンオーバーが低いた
め（Lee and Robinson, 1986）、ヒトよりも影響が高いことが推察される。併用点眼によ
る影響として薬効の影響、つまり房水動態への各薬物の影響の可能性はあるが、第三
章で述べたようにリパスジルには眼圧下降作用に用量依存性があり、timolol にも眼圧
下降作用に用量依存性があることから（Zimmerman and Kaufman, 1977）、併用点眼した
際の相互の眼内移行に及ぼす影響は極めて低いと考えられる。総合的に判断すると、
単独点眼と併用点眼とでは本質的に大きな違いは無く、臨床上大きな問題となる可能
性は低いと考えられる。点眼の投与間隔を 5 分よりも短くすると、涙液での希釈およ
び洗い流し効果により眼房水中への移行が低下するという報告があり（Sieg and 
Robinson, 1976）、点眼薬を併用する際には点眼間隔に注意が必要である。その他の併
用要因として、リパスジルと同様の ROCK 阻害薬である Y-27632 は結膜血管からの循
環血への消失を増やすため、併用した timolol の眼内移行を減少させるという報告があ
る（Arnold et al., 2013）。ROCK 阻害薬には血管拡張作用があり、副作用である充血が
発現しており、Y-39983では結膜出血まで発現している（Tokushige et al., 2007）。リパ
スジルでは timolol の眼内移行の減少は認められていないが、この要因としてリパスジ
ルの薬物移行は結膜よりも角膜の方が高く、結膜血管への拡張作用も Y-27632 よりも
低いためであると考えている。 
次に、薬物移行に重要な要因である膜透過性について解析した。PAMPAシステムは
非常に簡便に膜透過を評価でき、創薬の初期段階では使用されている（Chen et al, 2008）。
リパスジルの膜透過性は文献値と比較すると高いクラスに分類され、他の緑内障治療
薬よりも高い値を示した（Figure 4-6）。また、PAMPAと同様の傾向がウサギ角膜およ
び結膜の透過性においても示され、トランスポーターの関与は低く受動輸送によるも
のと考えられ、リパスジルの膜透過性が高いことが明らかとなった。本研究での timolol
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および atenolol の角膜透過性は文献値（Schoenwald, 1990）と同程度であり、atenolol
は細胞間隙経路の指標（Dixit et al., 2012）として用いた。したがって、透過実験終了
後の角膜および結膜のバリアー機能（integrity）は保たれており、薬効による膜透過へ
の影響は無いものと考えられる。リパスジルは細胞間の結合タンパクである ZO-1の局
在を変化させ、シュレム管の透過性を増加させるが（Kaneko et al., 2016）、リパスジル
点眼後の角膜内皮細胞の一時的な形態変化を生じるものの角膜のバリアー機能は良く
保たれており（Okumura et al., 2015）、細胞により異なる反応を示す可能性も認められ
ている。膜透過性を決定する要因の一つに分子の脂溶性があり、角膜透過性との相関
性が示されている（Prausnitz et al., 1998）。各薬物のインタビューフォームにおけるオ
クタノール－緩衝液の分配として、リパスジルは logP = -0.16（pH 8）、nipradilol は logP 
= -0.10（pH 7.27）、brimonidine は logP = -0.77（pH 7.4）、dorzolamide は logP = 0.15（pH 
7）および timolol は logP = 0.06（pH7.4）と示され、本研究での角膜および結膜透過性
との相関性は示されなかったが、logP 値が比較的近い薬物であったため、その傾向が
示されなかったと考えられる。一方、PAMPAは同実験条件での各薬物を比較した logP
を反映していると推察され、角膜および結膜透過性とほぼ類似した結果となった。し
たがって、リパスジルはその適した物性により高い角膜透過性を持ち眼内移行が良好
であることが示唆された。 
最後に、点眼後の最初の薬物移行部位である涙液の動態が眼内移行に及ぼす影響を
解析した。ウサギはその眼の大きさや扱い易さから眼科領域では実験動物として広く
使われているが、眼表面における薬物動態についてはヒトへ外挿することが難しい。
リパスジルを点眼後の眼房水中濃度は特に点眼後初期においてイヌおよびサルよりも
ウサギの方が高いことが示された（Figure 4-7）。この種差の要因として、眼のサイズ、
膜の厚さ、瞬き回数および涙液のターンオーバーが関与すると考えられた。ウサギの
瞬き回数はほぼ 0回/分であり（Maurice, 1995）、イヌの 14回/分（Carrington et al., 1987）
やサルの 7～10回/分（Kleven and Koek, 1996）よりも明らかに低く重要な因子である
と考えられる。リパスジルを点眼後の涙液中での消失速度定数（KeTF）は、角膜を透
過しないモデル化合物である FITC-dextran（FD-4）の値と同等であり、ウサギにおけ
る KeTFはイヌやサルにおける値よりも明確に低かった（Table 4-4）。ウサギにおけるリ
パスジルの KeTFは timolol の KeTF（Sakanaka et al., 2008a）と同程度であり、角膜を透
過し眼内に移行する薬物量の関与はほとんどなく、KeTF は薬物に依存しないと推察さ
れる。涙液のターンオーバーには種差があることが報告されており、ウサギにおいて
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7%/分であり（Lee and Robinson, 1986）、イヌの 20%～30%/分（Onodera et al., 2002）や
ヒトの 17%/分（Lee and Robinson, 1986）よりも低い。リパスジルの涙液中での曝露は
眼房水での曝露に相関しているため、涙液のターンオーバーがリパスジル点眼後の眼
内移行の種差の主な要因であることが示唆された。そのため、ヒトはウサギよりも眼
内濃度が低くイヌやサルに近いものと推察される。したがって、涙液動態は点眼後の
薬物の眼内移行に影響を与えることが示された。 
以上の結果、リパスジルは眼内移行性が高く、点眼により作用部位に隣接する眼房
水や虹彩・毛様体に高濃度到達することが明らかとなった。さらに、後眼部まで到達
し、メラニン含有組織には高濃度維持することも特徴付けられた。そして、リパスジ
ルの眼内動態は良好であり、緑内障治療薬として適した特性を持つことが示された。
緑内障治療には併用療法も選択され、既存の薬物とは作用機序の異なるリパスジルは
単独だけでなく併用としても期待される。したがって、眼表面の状態や併用間隔に注
意し、適切な薬物治療を目指すことが望まれる。 
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第五章 総括 
 
本研究では、新規緑内障治療薬リパスジルの開発として、リパスジルの薬物動態特
性および薬理特性を明らかにした。関与する代謝酵素の観点から点眼剤への適用を判
断し、リパスジル点眼後の眼圧下降作用とその機序である房水動態、さらに眼内移行
とその影響因子について解析した。 
 
第二章ではヒトおよび動物の肝 S9、肝細胞および単一代謝酵素発現系を用いてリパ
スジルの代謝特性を解析し、リパスジルの代謝クリアランスおよび代謝物プロファイ
ルには顕著な種差があることを示した。その要因として、ヒトにおけるリパスジルか
ら主代謝物M1への代謝には AOが関与することが明らかとなった。AOは種差や個体
差が大きく、ヒトにおいて代謝活性が高いことから、AO が主代謝酵素であるリパス
ジルは経口薬としては十分な循環曝露量が得られないことが推測され、緑内障を標的
とした点眼薬として開発することを判断した。 
 
第三章ではリパスジルが ROCKに選択的かつ強力な阻害作用を示すことを見出した。
動物を用いた薬効解析において、正常眼圧白色ウサギでは 0.0625%から 0.5%リパスジ
ル点眼液で濃度依存的な眼圧下降作用を示し、点眼後速やかに作用発現し最大眼圧下
降は上強膜静脈圧値近くまで眼圧を下げるほど強力であった。正常眼圧サルでは 0.1%
から 0.4%リパスジル点眼液で濃度依存的な眼圧下降作用を示し、最大眼圧下降値はラ
タノプロスト点眼液と比べ有意に高い値を示した。白色ウサギを用いた房水動態に対
する作用を解析し、リパスジルの眼圧下降作用機序として線維柱帯-シュレム管を介す
る主流出路からの房水流出増加作用であることが明らかとなった。 
 
第四章ではリパスジル点眼後の眼内移行を解析し、高い膜透過性を有することから、
点眼後速やかに角膜を透過し眼内へ移行することが明らかとなった。作用部位に隣接
する組織である眼房水や虹彩・毛様体に高濃度到達し、加えて後眼部である網膜・脈
絡膜への直接移行も示された。眼内移行に及ぼす影響解析においては、リパスジルは
メラニン親和性を有しており、有色ウサギへ点眼後のメラニン含有組織での濃度が高
く、反復点眼により濃度が増加することが示された。併用点眼による眼内薬物動態へ
の大きな影響は示されなかったが、ウサギ、イヌおよびサルへ点眼した際の眼房水中
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濃度には種差が示され、涙液ターンオーバーが要因の一つであることが明らかとなっ
た。 
 
以上、本研究ではリパスジルが緑内障治療点眼薬として薬物動態学的および薬理学
的に優れた特性を有していることを見出した。本知見はリパスジルの薬物としての特
徴を示したものであり、薬物の持つ特性に応じた開発展開や緑内障治療への有用性を
示唆している。緑内障の病態は眼圧が上昇した結果、視神経が障害を受け視野が狭く
なっていくものであり、失われた視野を回復させることは困難である。緑内障治療は
患者の視機能を維持することであり、エビデンスに基づいた確実な治療法は眼圧を下
降することである。リパスジルは ROCK 阻害薬として房水の主流出経路に直接作用し
眼圧を下降させる新規作用機序を有する薬物であり、緑内障治療の選択肢を増やした。 
リパスジルは動物における眼圧下降作用は強力であったが、ヒトでの効果は比較的
マイルドであり、第一選択薬としては認められていない。第一選択薬である PG 関連
薬や β ブロッカーに次ぐ第二・第三の選択薬として位置づけられる可能性がある。リ
パスジルは臨床応用されたばかりであり、今後の臨床経験の蓄積により有用性が確立
すると考えられる。緑内障治療の最初は単剤療法であるが、目標眼圧に十分達しない
場合は薬剤の切り替えや併用療法となる。リパスジルは作用機序が既存の薬物とは異
なるため併用薬としても使用される。リパスジルはDDIを起こし難いことが示唆され、
循環曝露量も低いことから全身性の副作用はほとんど認められていない。リパスジル
の局所での副作用には一過性の結膜充血が認められ、患者の点眼アドヒアランスの低
下が懸念されるが、薬効に伴う血管拡張作用であり点眼ごとに発現と消失を繰り返す
ことを予め理解することがアドヒアランス維持に重要である。点眼薬の使用数および
点眼回数もアドヒアランスに影響を及ぼすことから、配合剤は角膜障害の危惧がある
防腐剤の減量や 2 製剤による洗い流し効果を防ぐ面からも有用である。用法は 1 日 1
回点眼が理想とされているが、患者の眼圧変動幅は少ない方が緑内障治療には適して
おり、リパスジルはシャープな眼圧下降作用を示すものの持続性の面から 1 日 2 回の
点眼が必要である。したがって、薬物治療においては薬の特性を理解し適切に選択・
使用されることが望まれる。今後、1 剤で多作用を持つ薬剤や持続性を持つ薬剤が登
場すれば効率的な緑内障の薬物治療が期待できる。 
リパスジルは眼圧下降以外の作用として、視神経乳頭血流改善、網膜・脈絡膜にお
ける血管新生抑制並びに血管透過性抑制、さらに神経保護効果も持つことが報告され
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ている（Nakabayashi et al., 2015; Yamaguchi et al., 2016; Yamamoto et al., 2014）。これらの
作用は緑内障治療にも有用であることから今後のさらなる知見が待ち望まれている。
薬効発現部位が後眼部の場合は薬物到達量が限られることから、後眼部組織への薬物
輸送機構を理解し、より効率的な薬物デリバリー手段を講じる必要がある。また、リ
パスジルは濾過手術後の瘢痕形成の抑制作用や角膜内皮の治療に有用性が示されてい
る（Futakuchi et al., 2016; Okumura et al., 2015, 2016）。これらの解析がさらに進展する
ことにより ROCK阻害薬リパスジルのさらなる臨床応用につながることが期待される。 
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実験の部 
 
試薬 
使用薬物 
リパスジル（ripasudil hydrochloride hydrate、構造式 Figure 1）、その代謝物（M1～
M6）、内標準物質およびニプラジロールは興和株式会社で合成されたものを用いた。
リパスジル点眼液は興和株式会社で製造されたものを用いた。Y-27632 は Calbiochem
（San Diego, CA, USA）から購入した。HA-1077 は Enzo Life Sciences（Farmingdale, NY, 
USA）から購入した。Latanoprost（0.005%, Xalatan）および Xalacom配合点眼薬（0.005% 
latanoprost and 0.5% timolol）は Pfizer（New York, NY, USA）から購入した。Latanoprost 
acid および Latanoprost acid-d4 は Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, USA）から購入し
た。Timolol maleate は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入した。Brimonidine 
tartrate は Santa Cruz Biotechnology（Dallas, TX, USA）から購入した。 Dorzolamide 
hydrochloride は Tokyo Chemical Industry（Tokyo, Japan）から購入した。 
 
放射性標識化合物 
[
14
C]Ripasudil（ 1 塩酸塩、 2.07 GBq/mol）は Quotient Bioresearch（ Fordham, 
Cambridgeshire, UK）で合成されたものを用いた。構造式と標識位置を Figure 1に示し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Chemical structure of ripasudil and [
14
C]ripasudil. *, Position uniformly labelled 
with 
14
C. 
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その他の試薬 
Allopurinol、menadione、metoprolol tartrate、raloxifene hydrochloride、phthalazine、
1-phthalazinoneおよび fluorescein isothiocyanate-dexran（MW:4000, FD-4）は Sigma-Aldrich
から購入した。 
上記以外の試薬は市販の特級品を用いた。 
 
実験動物 
使用動物および飼育方法 
ラットは Crl:CD(SD)系雄性および雌性ラットを日本チャールス・リバ （ーYokohama, 
Japan）から購入し、それぞれ 8 週齢および 10 週齢で使用した。検疫・馴化期間は入
荷後 4日以上とし、動物は使用時まで環境管理（温度 23±3°C、湿度 55±15%、照明 12
時間サイクル）された飼育室で飼育した。経口投与前 20 時間から投与後 4時間まで絶
食とした。試験終了後、エーテル麻酔により安楽死させた。 
ウサギは北山ラベス（Ina, Japan）より体重 1.5～3 kgの Japanese White（JW）雄性ウ
サギ、New Zealand White（NZW）雌性ウサギおよび体重 1.5～2.2 kgの Kbl:Dutch 雄
性ウサギを購入し、使用した。検疫・馴化期間は入荷後 4日以上とし、動物は使用時
まで環境管理（温度 23±3°C、湿度 50±20%、照明 12 時間サイクル）された飼育室で
飼育した。試験終了後、ペントバルビタール注射液を用いて安楽死させた。 
イヌは日本医科学動物資材研究所（Tokyo, Japan）より購入し、環境管理（温度 23±3°C、
湿度 50±20%、照明 12 時間サイクル）された飼育室で、入荷後充分な馴化を終えて通
常飼育している雄性ビーグル犬（体重 10.5～15.7 kg）を使用した。眼組織を採取する
際にはペントバルビタール注射液を用いて安楽死させた。 
サルは日本医科学動物資材研究所より購入し、環境管理（温度 23±3°C、湿度 50±20%、
照明 12時間サイクル）された飼育室で、入荷後充分な馴化を終えて通常飼育している
雄性カニクイサル（体重 5.8～7.5 kg）を使用した。眼組織を採取する際にはペントバ
ルビタール注射液を用いて安楽死させた。 
全ての動物実験は興和株式会社・東京創薬研究所の実験動物委員会で承認された計
画に従って実施した。 
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肝 S9および肝細胞を用いたリパスジルの in vitro 代謝安定性および代謝物プロファイ
ルの解析 
肝 S9を用いた[14C]リパスジルの代謝 
[
14
C]リパスジルはラット（Sprague Dawley, male）、ウサギ（New Zealand, male）、イ
ヌ（Beagle, male）、サル（Cynomolgus, male）およびヒト（pool, mixed gender）の肝 S9
（Xenotech LLC, Lenexa, KS, USA）と共に nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
（NADPH）の存在下又は非存在下でインキュベートした。計 0.5 mL の反応系には 0.1 
mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）および NADPH-regenerating systemを含んだ組成とし、
最終的な[14C]リパスジル濃度は 3 μmol/L、肝 S9 蛋白濃度は 1 mg/mL とした。反応は
肝 S9 を添加することで開始させ、 37°C で 0、15、30 および 60 分インキュベーショ
ン後に氷冷した 0.1 mol/L NaOH を 0.5 mL 加え反応を停止させ氷中に保存した。 
 
肝細胞を用いた[14C]リパスジルの代謝 
ラット（Sprague Dawley, male）、ウサギ（New Zealand, male）、イヌ（Beagle, male）、
サル（Cynomolgus, male）およびヒト（male および female）の凍結肝細胞（Xenotech LLC）
を Hepatocyte Isolation Kit を使用し Xenotech 社プロトコールに従って処理し、Krebs–
Henseleit buffer を用いて 1.5 × 105 cells/0.24 mL/wellとなるように細胞懸濁液を調製し
た。肝細胞は 5% CO2インキュベーターで 37°C、30分間プレインキュベート後に 0.01 
mLの[14C]リパスジル（最終濃度は 5 μmol/L）を加えて反応を開始し、0、1、2および
4 時間インキュベートした。所定の時間で反応液をポリプロピレン製チューブに回収
し（Krebs-Henseleit buffer を 0.25 mL 用いてリンスした）、氷冷した 0.1 mol/L NaOH を
0.5 mL加え反応を停止させ氷中に保存した。 
 
試料の測定 
肝 S9および凍結肝細胞を用いた[14C]リパスジル代謝試料（計 1 mL）は反応停止後、
速やかに前処理を行った。メタノール 1 mL および精製水 1 mL でコンディショニン
グした固相抽出カラム（Oasis HLB, 1cc, Waters, Milford, MA, USA）に負荷し、水／メ
タノール／アンモニア水（93:5:2, v/v/v）1 mL および精製水 1 mL 用いて洗浄し、メタ
ノール 1 mL でポリプロピレン製チューブに溶出した。溶出液は溶媒留去し、残渣に
0.25 mLの移動相を加えて溶解させ注入試料とした。 
その後、Inertsil ODS-3V（5 μm, 4.6 × 150 mm; GL Sciences, Tokyo, Japan）を分析カラ
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ムとした radio high-performance liquid chromatography（radio-HPLC）に 100 μLを注入し
た。移動相は 0.02% trifluoroacetic acid（TFA）を含んだ 5 mmol/Lギ酸（pH 3）（A）と
アセトニトリル（B）を使用し 1 mL/min の流速で、グラジエントは 95:5（A:B）から
開始し 28 分間で 75:25（A:B）まで直線的に増加させ、4分間 50:50（A:B）にした後、
初期グラジエントに戻し 5 分間平衡化した。HPLC の溶出液は液体シンチレーターFlo 
Scint II （PerkinElmer, Waltham, MA, USA）と 1:3の比で混合し、放射能を FLO-ONE/ 
525TR device（PerkinElmer）で検出した。全放射能ピークの総面積値に対する各ピー
クの面積値の割合（% of total）を算出した。各ピークの同定は標準物質の保持時間よ
り判断し、標準物質と一致しないピークが認められた場合は未同定代謝物とした。 
 
解析 
横軸に時間を縦軸に% of total をプロットし、一次消失速度定数（ke）から肝 S9お
よび肝細胞の固有クリアランス（CLint, S9および CLint, Hep）を算出した。 
𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡, S9 =  𝑘𝑒 𝑆9 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛⁄  
𝐶𝐿𝑖𝑛𝑡, 𝐻𝑒𝑝 =  𝑘𝑒 𝐻𝑒𝑝𝑎𝑡𝑜𝑐𝑦𝑡𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡⁄  
 
さらに、肝 S9 および肝細胞における代謝物の生成速度（代謝活性値）を算出した。
肝 S9 は 15分反応後および肝細胞は 1時間反応後の% of total を使用した。 
 
肝 S9を用いたリパスジルの in vitro代謝阻害および単一酵素発現系を用いた代謝特性
の解析 
肝 S9を用いた[14C]リパスジルの代謝阻害 
NADPH-regenerating systemの非存在下でのリパスジルの代謝消失について阻害剤の
検討を行った。Xanthine oxidase（XO）の選択的阻害剤として allopurinol（Massey et al., 
1970）、aldehyde oxidase（AO）の選択的阻害剤として menadioneおよび raloxifene（Johns, 
1967および Obach, 2004a）を用いた。各阻害剤は dimethyl sulfoxide（DMSO）に溶解
させ、最終濃度は 100 μmol/L で DMSO濃度は 0.5%以下とした。計 0.5 mL の反応系に
は 0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）を含んだ組成とし、[14C]リパスジル濃度は 3 μmol/L、
肝 S9 蛋白濃度は 1 mg/mL とした。ウサギ、サルおよびヒトの肝 S9を添加することで
反応を開始させ、 37°C で 60分間インキュベーション後に 0.1 mol/L NaOH を 0.5 mL 
加え反応を停止させ氷中に保存した。以降の操作は前に示した通りとし、radio-HPLC
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により存在割合を解析した。 
 
単一酵素発現系を用いた[14C]リパスジルの代謝 
NADPH-regenerating system の非存在下でヒト AO 発現系（cytosolic extract of 
Escherichia coli expressing recombinant human AO; Cypex, Dundee, UK）を用いて[14C]リパ
スジルを代謝させた。比較にはコントロールサイトゾル（cytosol isolated from E. coli 
containing empty expression plasmid）を用いて同様に反応させ比較した。計 0.5 mLの反
応系には 0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）を含んだ組成とし、[14C]リパスジル濃度は
3 μmol/L、蛋白濃度は 0.25 mg/mL とした。AO発現系を添加することで反応を開始さ
せ、 37°C で 30分間および 60分間インキュベーション後に 0.1 mol/L NaOH を 0.5 mL 
加え反応を停止させ氷中に保存した。以降の操作は前に示した通りとし、radio-HPLC
により存在割合を解析した。 
 
ヒトへ点眼後の血漿中薬物動態の解析 
臨床試験概要 
健康成人日本人男性志願者を対象として、リパスジル点眼液（0.05%, 0.1%, 0.2%, 
0.4%および 0.8%）単回投与時における安全性についてプラセボを対照として検討した。
また、薬物動態の検討および探索的な眼圧下降効果の検討を行った（治験名：K-115
点眼液 第Ⅰ相単回投与試験、治験番号：K-115-01）。被験者数は 1 step 10 名（10 名
中実薬投与 8 名、プラセボ投与 2 名）の 5 step から構成される計 50名とし、年齢が
20 歳以上 35 歳以下の者、治験薬投与前 1 ヶ月以内に実施したスクリーニング検査で
異常が認められなかった者および BMI が 17.6 以上 26.4 以下の者でスクリーニング時
の眼圧が 13.0 mmHg以上である者を対象とした。 
リパスジル点眼液（もしくはプラセボ）は両眼に 1滴ずつ（1滴は約 36 μL）単回点
眼投与を実施し、投与前、投与後 5、15 および 30 分、投与後 1、2、4、6、9、12、24
および 48 時間において抗凝固剤ヘパリンナトリウムで処理した注射筒を用いて採血
を行った。血液は遠心分離後に血漿を分取し、測定まで -20°C で保存した。 
 
ヒト血漿中濃度測定 
ヒト血漿中リパスジルおよび 2代謝物（M1および M2）の濃度測定を予め実施した
測定法バリデーション試験に基づいて liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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（LC-MS/MS）を用いて行った。 
血漿 1 mLに 0.1 mol/L塩酸 1 mLおよび internal standard（I.S.）溶液 0.1 mLを添加し、
メタノール 2 mLおよび水 2 mLでコンディショニングした前処理カートリッジ（Oasis 
MCX, 60 mg, 3 cc; Waters）に負荷した。前処理カートリッジを、0.1 mol/L 塩酸 2 mL、
メタノール 2 mL、さらに水／メタノール／アンモニア水（85：10：5，v/v/v）2 mLで
洗浄後、リパスジル、M1、M2 およびそれらの I.S.をメタノール／アンモニア水（95：
5，v/v）2 mLで溶出した。溶出液を窒素気流下（40°C）で蒸発乾固させ、残渣に移動
相溶液 200 µLを加えて溶解し、注入試料とした。 
システムは SIL-HTCおよび LC-10A（Shimadzu, Kyoto, Japan）および API4000（AB 
SCIEX, Framingham, MA, USA）を使用した。Inertsil ODS-3（3 μm, 4.6 × 50 mm; GL 
Sciences）を分析カラムとし、移動相は 0.02% TFAを含んだ 5 mmol/Lギ酸（pH 3）（A）
とアセトニトリル（B）を使用し 1 mL/min の流速で、グラジエントは 95:5（A:B）か
ら開始し 10 分間で 60:40（A:B）まで直線的に増加させ、初期グラジエントに戻し 3
分間平衡化した。イオン化は atmospheric pressure chemical ionization（APCI）法を用い、
検出は positive ion の multiple reaction monitoring（MRM）モードとし、リパスジルは
324 > 99 [M+H]
+、M1 は 340>99 [M+H]+、M2 は 338>112 [M+H]+をモニターした。測定
試料の濃度は添加検量線（各測定物質の定量範囲は 0.1～50 ng/mL）を用いて定量した。 
 
薬物動態パラメータ解析 
個体毎の血漿中濃度を用いて pharmacokinetic（PK）パラメータ（Tmax、Cmax、T1/2お
よび AUC）を解析ソフト Phoenix WinNonlin（Certara, Princeton, NJ, USA）を用いて
Non-compartmental Analysis（NCA）を選択して解析した。 
 
ラットへ経口投与後の血漿中薬物動態の解析 
リパスジルのラットへの単回経口投与 
ラットは投与前 20 時間から投与後 4時間まで絶食とした。リパスジルを精製水で溶
解させ投与薬液とした（1、3および 10 mg/kg、3 mL/kg）。雌雄ラットへ単回経口投与
後、5、15、30 分、1、2、4、6 および 8 時間において頚静脈よりヘパリン処理したシ
リンジを用いて約 0.2 mL を採血した。血液は採取後直ちに遠心分離（4°C、10,000 rpm 
(9100 × G)、5 min）し、得られた血漿を測定時まで -30°C で保存した。 
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ラット血漿中濃度測定 
ラット血漿中リパスジルおよび 6代謝物（M1, M2, M3, M4, M5 および M6）の濃度
測定をバリデートされた LC-MS/MS 法により実施した。 
血漿 100 μLにアセトニトリルで調製した I.S.溶液を 300 μL添加し、混合および 2～3
分間の超音波処理を行った後、遠心分離（4°C、10,000 rpm、5 min）した。上清を窒素
気流下（40°C）で蒸発乾固させ、残渣に移動相溶液 200 µLを加えて溶解し、注入試料
とした。 
システムは Agilent 1100 system（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）および
API4000（AB SCIEX）を使用し、LC-MS/MS条件はヒト血漿中濃度測定と同様とした
が、MRMモードを追加し、M3は340 > 99 [M+H]+、M4は338>146 [M+H]+、M5は354>162 
[M+H]
+、M6 は 354>112 [M+H]+をモニターした。測定試料の濃度は添加検量線（各測
定物質の定量範囲は 2.5～1000 ng/mL、ただしM2 は半分で M4は 2倍の濃度）を用い
て定量した。 
 
薬物動態パラメータ解析 
個体毎の血漿中濃度を用いて pharmacokinetic（PK）パラメータ（Tmax、Cmax、T1/2お
よび AUC）を解析ソフト Phoenix WinNonlin（Certara, Princeton, NJ, USA）を用いて
Non-compartmental Analysis（NCA）を選択して解析した。 
 
ヒト肝 S9および単一酵素発現系を用いた酵素速度論解析 
ヒト肝 S9を用いたリパスジルおよび代謝物の代謝 
ヒト肝 S9（pooled; Bioreclamation IVT, Baltimore, MD, USA）を用いて、リパスジルお
よび 6代謝物（M1, M2, M3, M4, M5およびM6）の代謝消失並びに代謝物生成につい
て NADPH-regenerating systemの存在下および非存在下で実施した。計 0.25 mLの反応
系には 0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）を含んだ組成とし、各基質濃度は 3 μmol/L、
肝 S9 蛋白濃度は 0.5 mg/mL とした。反応はヒト肝 S9を添加することで開始し、37°C 
で 0、10、20、30 および 60分間インキュベーション後にメタノール 0.1 mL およびア
セトニトリルで調製した I.S.溶液 0.25 mLを添加し反応を停止させた。試料は遠心分離
（4°C、10,000 rpm、5 min）後に上清を移動相（A）で希釈し、注入試料とした。LC-MS/MS
の条件は前に示した通りとし、リパスジルおよび代謝物の肝 S9 の固有クリアランス
（CLint, S9）を算出した。 
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ヒト CYP発現系を用いたリパスジルおよび代謝物の代謝 
ヒト CYP発現系（一般的な薬物代謝に関与する主要な 8分子種：CYP1A2, 2B6, 2C8, 
2C9, 2C19, 2D6, 3A4および 3A5, Cypex）を用いて、リパスジルおよび 6 代謝物（M1, M2, 
M3, M4, M5 および M6）の代謝消失並びに代謝物生成について NADPH-regenerating 
systemの存在下で実施した。計 0.25 mLの反応系には 0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）
を含んだ組成とし、各基質濃度は 3 μmol/L、蛋白濃度は 0.5 mg/mL、各 CYP含有濃度
は 50 pmol/mLとした。発現系溶液を添加することで反応を開始させ、37°C で 20分間
インキュベーション後にメタノール 0.1 mLおよびアセトニトリルで調製した I.S.溶液
0.25 mLを添加し反応を停止させた。以降の操作は前に示した通りとし、代謝物の生成
速度 v（pmol/(min ∙ pmol CYP)）を解析した。 
 
ヒト肝 S9および AO発現系を用いた代謝物生成速度 
上記のリパスジルおよび代謝物のヒト肝 S9 における代謝の解析において認められ
た代謝反応における酵素速度論解析を行った。実施した代謝反応はリパスジルからM1、
リパスジルから M2 および M2 から M6 への反応であり、インキュベーション時間は
30 分間とした。また、ヒト AO 発現系（Cypex）を用いてリパスジルから M1 への反
応についても検討し、インキュベーション時間は 20 分間とした。計 0.25 mL の反応系
には 0.1 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）を含んだ組成とし、各基質濃度は 1.56、3.13、
6.25、12.5、25、50 および 100 μmol/L、蛋白濃度は 0.5 mg/mLとした。以降の操作は前
に示した通りとした。 
解析では、基質濃度（S, μmol/L）と代謝物生成速度（v, pmol/(min ∙ mg protein)）から
次式に示したミカエリス－メンテン式に基づき Kmおよび Vmaxを算出した。フィッティ
ング解析には Phoenix WinNonlin（Certara）を用いて、Simple Emaxモデルを選択した。 
 
v = 𝑉𝑚𝑎𝑥 × 𝑆 (𝐾𝑚 + 𝑆)⁄  
 
Km：ミカエリス－メンテン定数（μmol/L） 
Vmax：最大生成速度（pmol/(min ∙ mg protein)） 
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ヒト肝サイトゾルを用いたリパスジルのアルデヒドオキシダーゼ阻害解析 
ヒト肝サイトゾルを用いた AO基質の代謝反応 
0.00064～10 µmol/Lのリパスジル存在下にて、AOのマーカー基質（Obach et al., 2004b）
であるフタラジン（終濃度 2 μmol/L）をヒト肝サイトゾル（Corning Gentest; Corning, 
Tewksbury, MA, USA）と共にインキュベーションし、生成するマーカー代謝物である
1-フタラジノンを定量することにより AOに対する阻害作用について解析した。計 0.2 
mLの反応系には 0.1 mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を含む 25 mmol/L
リン酸緩衝液（pH 7.4）を含む組成とし、蛋白濃度は 0.025 mg/mLとした。反応はサイ
トゾルを添加することで開始させ、37°C で 2.5 分間インキュベーション後に 1 mol/L
ギ酸で調製した I.S.溶液を 50 μLを加えて反応を停止させた。陽性対照阻害剤には 0.03
～3 µmol/Lの menadioneおよび 0.0003～0.03 µmol/Lの raloxifene を用いた。 
 
試料の測定 
反応試料に 50%アセトニトリルを 200 μL添加し、混合後に遠心分離（4°C、11,000 g、
5 min）し上清を注入試料とした。ACQUITY UPLC HSS T3（1.8 μm, 2.1 × 50 mm; Waters）
を分析カラムとし、移動相は 0.1%ギ酸（A）とアセトニトリル（B）を使用し、グラ
ジエントは 95:5（A:B）から開始し 0.8分まで維持し、2.5 分までに 40:60（A:B）まで
直線的に増加させ 3.5 分まで維持し、初期グランジエントに戻し 4 分の測定とした。
流速は 0.5 mL/min で開始し 2.5分まで維持し、2.6分までに 0.8 mL/min に増加させ 3.9
分まで維持し、その後 0.5 mL/min に戻した。イオン化は electrospray ionization（ESI）
法を用い、検出は positive ion のMRMモードとし、1-フタラジノンは 147 > 118 [M+H]+、
I.S.として 4-メチル-1-フタラジノンは 161>130 [M+H]+をモニターした。測定試料の濃
度は添加検量線（定量範囲は 1～300 nmol/L）を用いて定量した。 
 
解析 
リパスジルおよび陽性対照阻害剤の 50% inhibitory concentrations（IC50）は、反応試
料中の終濃度（常用対数濃度、Log µmol/L）と% of control activityの個別値を Prism 5
（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）の「log (inhibitor) vs. normalized response 
variable slope」に当てはめて解析した。 
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リパスジルおよびその代謝物のキナーゼ阻害解析 
ROCK アッセイ 
リコンビナント Rho-associated coiled-coil containing protein kinase（ROCK; ROCK 1お
よび ROCK 2）はカルナバイオサイエンス（Kobe, Japan）から購入した。ROCK アッ
セイ用の混合溶液（50 mmol/L Tris-HCl (pH7.5)、100 mmol/L KCl、10mmol/L MgCl2、0.1 
mmol/L EGTA、30 μmol/L long S6 kinase substrate peptide および 1 μmol/L ATP）に各濃度
の評価薬物（リパスジル、M1、M2、M6、Y-27632 および HA-1077）および ROCK 1
（終濃度 0.75 ng/μL）もしくは ROCK 2（終濃度 0.5 ng/μL）を添加して混和し（計 40 μL）、
25°Cで 90分間反応させた。 
 
PKACαアッセイ 
Protein kinase A（PKA catalytic α/PPKACA）はカルナバイオサイエンスから購入した。
PKACαアッセイ用の混合溶液（40 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、20 mmol/L MgCl2、1 mg/mL 
BSA、5 μmol/L Kemptide peptide substrateおよび 1 μmol/L ATP）に各濃度の評価薬物お
よび PKACα（終濃度 0.0625 ng/μL）を添加して混和し（計 40 μL）、25°Cで 30 分間反
応させた。  
 
PKCアッセイ 
精製 protein kinase C（PKC）は Promega（Madison, WI, USA）から購入した。PKCア
ッセイ用の混合溶液（20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、20 mmol/L MgCl2、0.4 mmol/L CaCl2、
0.1 mg/mL BSA、0.25 mmol/L EGTA、25 ng/mL phosphatidylserine、2.5 ng/mL diacylglycerol、 
0.0075% Triton-X-100、25 μmol/L DTT、10 μmol/L Neurogranin (28 – 43) peptide substrate
および 1 μmol/L ATP）に各濃度の評価薬物および PKC（終濃度 0.025 ng/μL）を添加し
て混和し（計 40 μL）、25°Cで 80分間反応させた。 
 
CaMKIIαアッセイ 
Calmodulin-dependent protein kinase（CaMKII）はカルナバイオサイエンスから購入し
た。CaMKIIαアッセイ用の混合溶液（50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、10 mmol/L MgCl2、
2 mmol/L CaCl2、0.04 mg/mL BSA、16 μg/mL ウシ精巣由来精製カルモジュリン、500 
μmol/L DTT、50 μmol/L Autocamitiade 2 および 1 μmol/L ATP）に各濃度の評価薬物およ
び CaMKIIα（終濃度 0.025 ng/μL）を添加して混和し（計 40 μL）、25°Cで 90分間反応
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させた。 
 
測定および解析 
反応終了後、各 well に Kinase-Glo Luminescent Kinase Assay の反応液（Promega）を
40 μL添加し、25°Cで 10分間静置後、luminometerで発光強度（Ralative Light Unit; RLU）
を測定した。評価薬物を添加していない well での RLUを反応率 100% （Control）、酵
素を添加していない well での RLU を反応率 0% （Normal）として、各濃度の薬物存
在下での RLUから反応率（% of control）を算出した。算出された反応率を用いて、解
析ソフト SAS（version 8.2; SAS Institute, Cary, NC, USA）のロジスティック曲線解析に
より、50%阻害濃度（IC50）および 95%信頼性区間を算出した。 
 
リパスジル点眼後の眼圧下降作用の解析 
正常眼圧白色ウサギにおける眼圧下降作用 
ウサギ（JW）の眼圧下降評価ではリパスジル点眼液 0.0625%、0.125%、0.25%、0.5%
および基剤を 50 μL 片眼に点眼した。ウサギを専用固定器に固定し、両眼に
oxybuprocaine（0.4% Benoxil® ophthalmic solution; Santen Pharmaceutical, Osaka, Japan）
を 1滴ずつ点眼して眼表面の局所麻酔を施し、空圧圧平式電子眼圧計（Model 30 Classic 
Pneumotonometer; Medtronic Solan Ophthalmic Products, Jacksonville, FL, USA）を用いて
眼圧（IOP; intraocular pressure）を測定した。片眼に薬剤を点眼後、0.5、1、2、3、4お
よび 5 時間において両眼の眼圧を測定した。対側眼は無処置とした。実験はラテン方
格方式により投与薬剤を割り付け、薬剤投与後には 2 日以上の休薬期間を設けて繰り
返し 5回実施した。 
 
正常眼圧サルにおける眼圧下降作用 
サルの眼圧下降評価ではリパスジル点眼液 0.1%、0.2%、0.4%および 0.005%の
latanoprost（Xalatan, Pfizer）を 20 μL片眼に点眼した。サルを専用固定イスに固定し、
上記ウサギと同様の方法で眼圧を測定した。片眼に薬剤を点眼後、1、2、4、6および
8 時間において両眼の眼圧を測定した。対側眼は無処置とした。実験はラテン方格方
式により投与薬剤を割り付け、薬剤投与後には 1 週間以上の休薬期間を設けて、全て
の動物に対し全ての薬剤を評価した。 
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解析 
ウサギおよびサルにおける眼圧下降作用の持続時間として、各群における 0 時間と
各測定時間の眼圧を Dunnett の多重比較検定（SAS, SAS Institute）により比較した。ウ
サギにおいては、眼圧下降作用の用量反応性として、各群の点眼側における眼圧下降
度の総和を算出し、最大対比法を用いて解析した。サルにおいては、最大眼圧下降度
を Dunnett の多重比較検定（SAS, SAS Institute）により比較した。いずれの検定におい
ても有意水準は両側 5%とした。 
 
リパスジルの房水流量に対する作用の解析 
正常白色ウサギへの点眼評価 
ウサギ（JW）を専用固定器に固定し、右眼に 10%フルオレセイン（Fluorescite®; Alcon, 
Fort Worth, TX, USA）10 μLを 3分間隔で 5回点眼した。その後、結膜嚢に残留するフ
ルオレセインは 5 mL の生理食塩液で洗浄した。フルオレセインを点眼後 17 時間に、
リパスジル点眼液（0.4%）又は基剤 50 μLをウサギの同一眼に点眼した。フルオレセ
インを点眼後 15 時間から 19 時間まで 1 時間間隔でフルオロフォトメーター（FM-2, 
Fluorotron Master; OcuMetrics, Mountain View, CA, USA）を用いて角膜および前房内フル
オレセイン濃度（Cc および Ca）を測定した。 
 
解析 
Kanno らの方法（Kanno et al., 1998）に準じて点眼前後 2時間の房水流量（f(t)）を求
めた。 
𝑓(𝑡) = 0.9 × (𝑉𝑐 × 𝑔𝑐𝑎 × 𝐴𝑐 + 𝑉𝑎 × 𝐴𝑎) 
 
 Vc：角膜容積、65 μLとした 
 Va：前房容積、200 μLとした 
 Cc：角膜フルオレセイン濃度（μg/mL） 
 Ca：房水中フルオレセイン濃度（μg/mL） 
 Ac：房水流量算出の測定ポイント間の角膜フルオレセイン強度の減少速度 
 Aa：房水流量算出の測定ポイント間の房水中フルオレセイン強度の減少速度 
 gca：房水流量算出の測定ポイント間の Cc/Ca平均値 
 
80 
 
リパスジルのぶどう膜強膜流量に対する作用の解析 
正常白色ウサギへの点眼解析 
Suguro（Suguro et al., 1985）、Goh（Goh et al., 1989）および水野（Mizuno, 1999）の
方法に基づいて、fluorescein isothiocyanate-dextran（FITC-dextran、分子量  70000、
Sigma-Aldrich）を用いた灌流法により、ぶどう膜強膜流量を測定した。実験の 2 時間
前に予め腹腔内に 10 mg/kgの用量でインドメタシンを投与したウサギ（JW）を専用固
定器に固定し、oxybuprocaine（0.4% Benoxil® ophthalmic solution）を 1 滴点眼し、空圧
圧平式電子眼圧計（Model 30 Classic Pneumotonometer）を用いて被験物質点眼前の眼圧
を測定した。続いてリパスジル点眼液（0.4%）又は基剤を 50 μL点眼し、30 分後に再
度眼圧を測定した。耳静脈に 30 mg/kgの用量でペントバルビタールナトリウムを静脈
内投与することにより麻酔し、角膜に刺入させた 23G針を介して前房を眼灌流液（0.1 
mmol/Lの FITC-dextranを含む BSS Plus 眼灌流液（Alcon, Fort Worth, TX, USA））で置
換した。点眼後 45分より 75分まで投与前眼圧より 5 mmHg高い圧で灌流し、灌流圧
はポリグラフ（ポリグラフ 360 システム、日本電気三栄）によりモニタリングした。
灌流終了後に過量のペントバルビタールナトリウムを静脈内投与することにより安楽
死させた後、眼球を摘出し、眼球より角膜、水晶体および硝子体を除いた組織（虹彩・
毛様体、網膜・脈絡膜および強膜）をぶどう膜強膜組織として採取した。ぶどう膜強
膜組織は細切し、BSS Plus を 10 mL加えてホモジナイズした後、遠心分離（4°C、3,000 
rpm、20 min）後の上清の FITC-dextran濃度を蛍光プレートリーダ （ーSpectra Max Gemini 
XS）により励起波長 492 nm、蛍光波長 518 nmで測定した。 
 
解析 
測定したぶどう膜強膜組織中の FITC-dextran 濃度（CT, nmol/L）から、以下の式を用
いて、ぶどう膜強膜流量（Fu, μL/min）を算出した。 
 
𝐹𝑢 = 𝐶𝑇 × 𝑉 × 10
6 𝐶𝑃𝐹⁄ /𝑇 
 
V：各試料量、0.01 L 
CPF：眼灌流液中の FITC-dextran濃度、0.1 mmol/L = 100000 nmol/L 
T：灌流時間、30 min 
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リパスジルの房水流出に対する作用の解析 
正常白色ウサギへの点眼解析 
Bárányの two-level constant pressure法（Bárány, 1964）に準じた Taniguchi ら（Taniguchi 
et al., 1994）および水野（Mizuno, 1999）の方法に基づいて房水流出率を測定した。実
験の2時間前に予め腹腔内に10 mg/kgの用量でインドメタシンを投与したウサギ（JW）
を専用固定器に固定し、oxybuprocaine（0.4% Benoxil® ophthalmic solution）を 1滴点眼
し、空圧圧平式電子眼圧計（Model 30 Classic Pneumotonometer）を用いて被験物質点眼
前の眼圧（pre-IOP (P0)）を測定した。続いてウサギの片眼にリパスジル点眼液（0.4%）
又は基剤を 50 μL点眼し、30分後に再度眼圧を測定した。耳静脈に 25 mg/kgの用量で
ペントバルビタールナトリウムを静脈内投与することにより麻酔し、角膜に刺入させ
た 23G針を介して前房を眼灌流液（Opeguard MA, Senju Pharmaceutical, Osaka, Japan）
で灌流した。灌流は P0より 12.5 mmHg（P1）、2.5 mmHg（P2）および 12.5 mmHg（P1’）
高い圧でそれぞれ 10 分間行い、灌流開始後の 2分間を除いた 8 分間の灌流液量（μL）
を求め、それぞれ F1、F2および F1’とした。灌流圧はポリグラフ（360システム）によ
りモニタリングした。 
 
解析 
以下の式より各眼における房水流出率 C（μL/(min ∙ mmHg)）を算出した。 
𝐶1 = (𝐹1 − 𝐹2)/8/(𝑃1 − 𝑃2) 
𝐶2 = (𝐹2 − 𝐹1′)/8/(𝑃2 − 𝑃1′) 
C = (𝐶1 + 𝐶2)/2 
 
オートラジオグラフィーによるウサギへ点眼後のリパスジルの眼内分布の解析 
[
14
C]リパスジル点眼液（1.0%，10 mg/63.6 MBq/mL as free form）50 μLを白色ウサギ
（JW）および有色ウサギ（Dutch）に片眼単回点眼した。白色ウサギは投与後 15 分、
1、4、24、72 および 168 時間後、有色ウサギは投与後 15 分、1、24、72、168 および
336 時間後に、過剰量のペントバルビタールナトリウムを静脈内投与することで安楽
死させ、直ちに頭部をヘキサン・ドライアイス中に約 20分間浸漬して凍結した。頭部
を切出し、一晩クライオマクロカット内（-15°C）で被毛等に付着したヘキサンを蒸散
させた。ブロック付けは薄切用ステージに凍結枠をセットし、凍結枠内に凍結したウ
サギ頭部を固定した後 3% carboxymethyl cellulose（CMC）ペーストを流し込み、直ち
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にヘキサン・ドライアイス中で凍結・包埋した。 
薄切は cryomicrotome（Cryomacrocut; Leica, Wetzlar, Germany）を用いて、薄切厚を
30 µm にセットし、薄切用テープを用いて角膜、水晶体、視神経乳頭部を含む切片を
作製した。切片は凍結乾燥後、保護用薄膜で表面を覆った後、消去器でデータを消去
した imaging plate（BAS-IP SR; Fujifilm, Tokyo, Japan）に密着させ、カセッテ内で 72時
間露出した。なお、密着露出は外部からの放射線を遮蔽するシールドボックス内で行
った。密着露出後の imaging plate に蓄積された情報は bioimaging analyzer（Fujix 
BAS-2500; Fujifilm）により読取り、オートラジオグラムを得た。得られた画像は組織
切片と見比べ、[14C]リパスジルの放射能分布を解析した。 
有色ウサギでは後眼部への到達を解析するため、赤道部と後部の網膜・脈絡膜中放
射能濃度を photo-stimulated luminescence（PSL）の強度で以下の式より算出した。 
𝑅𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 = (𝑃𝑆𝐿 − 𝐵𝐺) 𝐴⁄  
 
 PSL：photo-stimulated luminescence 
 BG：background PSL 
 A：bioimaging analyzer で検出した網膜・脈絡膜組織の面積 
 
有色ウサギへ単回並びに反復点眼後の眼組織中薬物動態の解析 
[
14
C]リパスジルの有色ウサギへの単回および反復点眼 
[
14
C]リパスジル点眼液（1.0%，10 mg/13 MBq/mL as free form）50 μLを有色ウサギ
（Dutch）に両眼単回および反復（1 日 2 回 7 日間、投与間隔 10 時間）点眼した。単
回および反復（7 日目は 1 回目）点眼投与後 0.25、1、6、24、72、168 および 336 時
間に、以下の方法でウサギから試料の採取および調製を実施した。 
採取時点にウサギをイソフルランを用いて麻酔を施し、涙液を採取後、腹大動脈か
ら脱血致死させ一部の血液を採取した。眼球および結膜の表面を生理食塩液で洗浄し
て、眼球、結膜、瞬膜および視神経を摘出した。27G のステンレス製注射針を装着し
たポリプロピレン製注射筒を用いて眼房水を採取し、角膜、虹彩・毛様体、水晶体、
硝子体、網膜・脈絡膜および強膜（前眼部および後眼部）の順に分割採取した。 
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放射能濃度の測定 
眼組織は重量を測定した後に燃焼法により放射能を測定した。各組織は燃焼コーン
に分取し、恒温器で約 70°C で 8 時間以上乾燥させて全自動燃焼装置で燃焼し、14CO2
を Carbo-Sorb E（PerkinElmer）で捕集後に液体シンチレーター（Permafluor E+, 
PerkinElmer）を使用し液体シンチレーションカウンターで測定した。 
 
眼組織中代謝物の検討 
採取した一部の眼組織（投与後 1、6 および 24 時間の角膜、眼房水および虹彩・毛
様体）を用いて代謝物の解析を行った。角膜および虹彩・毛様体は 10%塩酸含有メタ
ノールを加えて氷冷下でホモジネートを調製し、遠心分離後の上清を窒素気流下で溶
媒乾固させた後に移動相で溶解させた。眼房水は同量の移動相と混合して注入試料と
した。前に示した同じ条件で、radio-HPLCにより存在割合を解析した。 
 
有色ウサギへ単独並びに併用点眼後の眼内薬物動態の解析 
有色ウサギへの点眼投与 
リパスジル点眼液（0.4%）および Xalacom配合点眼薬（0.005% latanoprost and 0.5% 
timolol）をそれぞれ 50 μLの量で有色ウサギ（Dutch）の両眼に単独又は併用点眼した。
併用群においては Xalacomをリパスジルの点眼 5分後に点眼した。投与後 15、30 分、
2、4、8および 24 時間後に、過剰量のペントバルビタールナトリウムを静脈内投与す
ることで安楽死させ、眼球を摘出し生理食塩液で洗浄後に 27G のステンレス製注射針
を装着したポリプロピレン製注射筒を用いて眼房水を採取した。得られた眼房水を測
定時まで -30°C で保存した。 
 
眼房水中薬物濃度測定 
眼房水中のリパスジル、timololおよび latanoprost acidの濃度を LC-MS/MS を用いて
測定した。眼房水 0.1 mL に精製水で調製した I.S.溶液を 0.1 mL加え、メタノール 1 mL
および水 1 mLでコンディショニングした前処理カートリッジ（Oasis HLB, 1 cc; Waters）
に負荷した。前処理カートリッジを水で 1回洗浄後にメタノール 1 mL で溶出した。溶
出液を窒素気流下（40°C）で蒸発乾固させ、残渣に移動相溶液 200 µLを加えて溶解し、
注入試料とした。 
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システムは Agilent 1100 system（Agilent Technologies）および API4000（AB SCIEX）
を使用した。Inertsil ODS-3（3 μm, 4.6 × 50 mm; GL Sciences）を分析カラムとし、移動
相は 0.02% TFAを含んだ 5 mmol/Lギ酸（pH 3）（A）とアセトニトリル（B）を使用し、
1 mL/min の流速で、グラジエントは 90:10（A:B）から開始し 3分間で 50:50（A:B）ま
で直線的に増加させ、2 分間 50:50（A:B）で維持した後、初期グラジエントに戻し 3
分間平衡化した。イオン化は APCI法を用い、検出は positive ionのMRMモードとし、
リパスジルは 324 > 99 [M+H]+、timolol は 317>261 [M+H]+、latanoprost acid は 391>355 
[M+H]
+をモニターした。測定試料の濃度は添加検量線（各測定物質の定量範囲は 2.5
～1000 ng/mL）を用いて定量した。 
 
解析 
平均眼房水中濃度を用いて PKパラメータ（Tmax、Cmax、T1/2および AUC）を解析ソ
フト Phoenix WinNonlin（Certara）を用いて Non-compartmental Analysis（NCA）を選択
して解析した。 
各時点の眼房中濃度に関して統計学的ソフト（SAS, SAS Institute）を用い、t 検定を
実施し、単独および併用点眼時の比較を行った。t 検定の有意水準を 0.05、F検定の有
意水準を 0.15 および検定の方向は両側を設定し、危険率 5%未満（P 値<0.05）を統計
学的に有意とした。 
 
PAMPAシステムおよびウサギ角膜・結膜を用いた in vitroおよび ex vivo膜透過性解析 
人工膜透過性評価（parallel artificial membrane permeability assay; PAMPA）およびウサ
ギ角膜・結膜を用いてリパスジルおよび他の緑内障治療薬（nipradilol, brimonidine, 
dorzolamide, timolol）の膜透過性を解析した。 
 
PAMPAシステムを用いた in vitro 膜透過性評価 
プレコート PAMPAプレートシステム（Corning Gentest, Bedford, MA, USA）を冷凍
庫から取り出し、30 分間以上室温に放置した後に開封し、acceptor 側（上側）と donor
側（下側）に分けた。Donor 側には添加溶液（各薬物濃度：50 μg/mL、1% DMSOおよ
び pH6.0の 0.1mol/L リン酸緩衝液）を 300 μL添加し、accceptor側には 0.1 mol/Lリン
酸緩衝液（pH7.4、1% DMSO）を 200 μL添加し、重ね合わせ、インキュベーター内（26.5°C）
で 5時間インキュベートした。評価は各 n=3 で実施した。 
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ウサギ角膜・結膜を用いた ex vivo 膜透過性評価 
ウサギ（NZW）の角膜および結膜を注意深く摘出し、氷冷した緩衝液でリンスし
Ussing chamber（NaviCyte; Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA）に挟んだ。Ussing 
chamber の有効面積は 0.64 cm2 とし、評価開始前に pH6.0 の glutathione-bicarbonate 
Ringer’s（GBR）緩衝液で 30 分間プレインキュベートした。化合物を混合した添加溶
液（各薬物濃度：10 μmol/L、0.2% DMSO、pH6.0 の GBR緩衝液）を donor（anterior）
側へ添加し、pH7.4 の GBR緩衝液を receiver（posterior）側へ添加した。それぞれの溶
液は chamber 内で攪拌し、5% CO2/95% O2ガスを 3～6 bubbles/sec で送り込み、実験中
は 37°Cで温めた。添加溶液を添加後 150 分まで anterior to posterior（A to P）の透過を
解析した。Donor側の試料（0および 150 分、100 μL）および receiver 側の試料（30、
60、90、120 および 150 分、100 μL）は測定時まで -20°C で保存した。150 分の試料
採取後に、atenolol（100 μmol/L）を anterior側へ添加し、30 分後に receiver 側の試料を
採取し、実験時の角膜および結膜組織の膜のバリアー機能（integrity）を解析した。 
 
薬物濃度測定 
試料は適宜希釈し、I.S.溶液を添加し注入試料とした。システムは Nexera MP
（Shimadzu）および QTRAP5500（AB SCIEX）を使用した。InertSustainSwift C18 ODS-3
（1.9 μm, 2.1 × 50 mm; GL Sciences）を分析カラムとし、移動相は 0.1%ギ酸（A）とア
セトニトリル（B）を使用し 0.6 mL/min の流速で、グラジエントは 90:10（A:B）から
開始し 2 分間で 50:50（A:B）まで直線的に増加させ、0.8 分間 50:50（A:B）で維持し
た後、初期グラジエントに戻し 0.7 分間平衡化した。イオン化は ESI 法を用い、検出
は positive ionのMRMモードとし、リパスジルは 324 > 99 [M+H]+、nipradilolは 327 > 252 
[M+H]
+、brimonidine は 292 > 212 [M+H]+、dorzolamide は 325 > 199 [M+H]+、timolol は
317>261 [M+H]
+、atenolol は 267>145 [M+H]+をモニターした。測定試料の濃度は添加
検量線を用いて定量した。 
 
解析 
PAMPAでは、以下の式より各薬物の膜透過性 Pe（cm/s）を算出した。 
Pe = − ln(1 − 𝐶𝐴/𝐶𝑒𝑞)/[𝐴 × (1/𝑉𝐷 + 1/𝑉𝐴) × 𝑇] 
𝐶𝑒𝑞 = [𝐶𝐷 × 𝑉𝐷 + 𝐶𝐴 × 𝑉𝐴]/(𝑉𝐷 + 𝑉𝐴) 
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 CD：5時間後の donor 側の薬物濃度 
 CA：5時間後の acceptor側の薬物濃度 
 VD：donor側の容積（0.3 mL） 
 VA：acceptor 側の容積（0.2 mL） 
 A：有効面積（0.3 cm2） 
 T：インキュベーション時間（5時間） 
 
ウサギ角膜および結膜の膜透過性 Papp（cm/s）は経過時間と receiver 側の透過量をプ
ロットした際の傾きから以下の式より算出した。 
𝑃𝑎𝑝𝑝 = (𝑑𝐶/𝑑𝑡) × 𝑉/(𝐴 × 𝐶0) 
 
 dC/dt：時間に対する receiver 側の蓄積透過量の傾き 
 V：receiver 側の容積（1.5 mL） 
 A：膜の有効面積（0.64 cm2） 
 C0：donor側の初期（0分）濃度 
 
ウサギ、イヌおよびサルへ点眼後の眼内薬物動態並びに涙液中薬物動態の解析 
ウサギ、イヌおよびサルへの点眼投与 
リパスジル点眼液（1.0%）50 μLを有色ウサギ（Dutch）の両眼に、100 μL をイヌ（Beagle）
の両眼に、50 μLをサル（cynomolgus）の両眼に点眼した。ウサギでは点眼後 10、20、
30 分、1、2、4、8 および 24時間に、イヌでは 10、30分、1、2、4、8および 24時間
に、サルでは 1、4、8および 24時間に、過剰量のペントバルビタールナトリウムを静
脈内投与することで安楽死させ、眼球を摘出し、生理食塩液で洗浄後に 27G のステン
レス製注射針を装着したポリプロピレン製注射筒を用いて眼房水を採取した。得られ
た眼房水を測定時まで -30°C で保存した。 
涙液中濃度の評価では、対照化合物として高分子の fluorescein isothiocyanate 
-dextran（FD-4）を用いた。リパスジル点眼液（1.0%）および FD-4（phosphate buffered 
saline（PBS）で溶解させ 155 mg/mLとした）を 50 μLの量で有色ウサギ（Dutch）に、
100 μLの量でイヌ（Beagle）に、50 μLの量でサル（cynomolgus）の片眼に点眼した。
点眼後 1、2、3、4、5、10 および 20 分にガラスキャピラリー（Microcaps; Drummond 
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Scientific, Broomall, PA, USA）を用いて眼下側の瞼下（メニスカス）より涙液を 0.5 μL
採取し、99.5 μLの PBSが入ったマイクロチューブに移し、混合した（200倍希釈）。 
 
薬物濃度測定 
眼房水および涙液中リパスジル濃度は LC-MS/MS で測定した。前処理および
LC-MS/MS の条件は上記の膜透過性評価における測定法と同様とした。涙液中 FD-4
濃度は spectrofluorometer（SpectraMax Gemini EM, excitation wavelength 488 nm, emission 
wavelength 520 nm; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA）で測定した。測定試料の濃
度は添加検量線を用いて定量した。 
 
解析 
平均眼房水中濃度を用いて PK パラメータ（Tmax, Cmax, T1/2, AUC）を解析ソフト
Phoenix WinNonlin（Certara）を用いて Non-compartmental Analysis（NCA）を選択して
解析した。個体毎の涙液中濃度は one-compartment モデルを選択して解析した。 
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